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ΠΡΟΛΟΓΟΣ  
 
Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στο Τµήµα Ιατρικής της Σχολής Επιστηµών 
Υγείας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας στα πλαίσια του ερευνητικού προγράµµατος 
ΠΕΝΕ∆ 2001 µε τίτλο «Μοριακοί µηχανισµοί απόκρισης στην υποξία: Ενεργοποίηση 
και δράση του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1» και επιστηµονικό υπεύθυνο την κ. Σ. 
Μπονάνου-Τζεδάκη. Η εργασία αποτελείται απο δύο µέρη: τις µελέτες 
ενεργοποίησης του HIF-1α σε πρωτογενείς καλλιέργειες λείων µυϊκών κυττάρων 
τραχείας κουνελιού που διεξήχθησαν στο εργαστήριο Φυσιολογίας της Ιατρικής 
Λάρισας και στις µελέτες των µοριακών ιδιοτήτων του HIF-1α που έγιναν στο 
εργαστήριο Βιοχηµείας της Ιατρικής Λάρισας.   
Για την επίτευξη αυτής της εργασίας θέλω να ευχαριστήσω θερµά τον 
επιβλέποντα της διατριβής µου Επίκουρο Καθηγητή κ. Γ. Σίµο, καταρχήν για την 
ευκαιρία που µου έδωσε να δουλέψω στο εργαστήριο Βιοχηµείας και για την 
υπόδειξη του θέµατος της διατριβής. Τον ευχαριστώ επίσης για την πολύτιµη  
καθοδήγηση που µου προσέφερε, την υποµονή που επέδειξε και την αµέριστη 
βοήθεια και στήριξη που µου παρείχε καθ΄όλη τη διάρκεια της εργασίας. Η 
συνεργασία µαζί του αποτέλεσε πηγή πολύτιµων γνώσεων και σωστού τρόπου 
σκέψης και θεώρησης της επιστήµης της Βιοχηµείας. Ευχαριστώ επίσης θερµά την 
Λέκτορα Κυτταρικής Φυσιολογίας κ. Ευφροσύνη Παρασκευά, κάτω από την άµεση 
καθοδήγηση της οποίας έγινε η µελέτη του HIF-1α στα λεία µυϊκά κύτταρα τραχείας, 
για την συνεχή και σωστή επίβλεψη των πειραµάτων µου στο εργαστήριο 
Φυσιολογίας, για  τις ουσιαστικές υποδείξεις και παραινέσεις  της, την άψογη 
συνεργασία και τη σηµαντική βοήθεια και ηθική συµπαράσταση που µου πρόσφερε, 
κατά τη διάρκεια εκπόνησης της διατριβής. Η συµβολή της στην πραγµατοποίηση της 
διατριβής µου υπήρξε καθοριστική. 
Ιδιαίτερα ευχαριστώ την αναπληρώτρια καθηγήτρια κ. Σοφία Μπονάνου-
Τζεδάκη διευθύντρια του εργαστηρίου Βιοχηµείας και µέλος της τριµελούς 
συµβουλευτικής επιτροπής, για τις πολύτιµες συµβουλές της και την ουσιαστική 
στήριξη που µου προσέφερε κατά τη διάρκεια εκπόνησης της διατριβής. Πολλά 
ευχαριστώ οφείλω και στα υπόλοιπα µέλη ∆ΕΠ του εργαστηρίου Βιοχηµείας: την 
Επίκουρη Καθηγήτρια Βιοχηµείας-Μοριακής Βιολογίας και µέλος της Εξεταστικής 
Επιτροπής κ. Έλενα Γεωργάτσου, τον Λέκτορα Ιατρικής Χηµείας κ. Ανδρέα 
Τσακάλωφ και τον Λέκτορα Ιατρικής Βιοχηµείας κ. Παναγιώτη Λιάκο για την άψογη 
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συνεργασία και τις χρήσιµες υποδείξεις τους κατά τη διάρκεια της διατριβής. Οφείλω 
επίσης ειλικρινείς ευχαριστείες στον Καθηγητή Φυσιολογίας και µέλος της Τριµελούς 
Συµβουλευτικής Επιτροπής κ. Πασχάλη-Αδάµ Μολυβδά για το ενδιαφέρον που 
έδειξε για τη διατριβή µου και τις εύστοχες επισηµάνσεις του. 
Ευχαριστώ επίσης τους Καθηγητές κ. Κ. Γουργουλιάνη και κ. Θ. Φώτση, µέλη 
της εξεταστικής επιτροπής για τις χρήσιµες παρατηρήσεις τους και το χρόνο που 
διέθεσαν διορθώνοντας τα κείµενα µου.  
 Ευχαριστώ τον Dr. D. Görlich (ZMBH, Πανεπιστήµιο Χαϊδελβέργης,  
Γερµανία) για την ευκαιρία που µου έδωσε να επισκεφθώ και να εκτελέσω πειράµατα 
στο εργαστήριο του, καθώς και τον Dr. Jose-Manuel Mingot για τη βοήθεια που µου 
προσέφερε κατά την παραµονή µου στο εργαστήριο. Η συµβολή τους υπήρξε 
πολύτιµη και ουσιαστική µεταφέροντας µου την εµπειρία τους και τις γνώσεις τους 
πάνω σε θέµατα µεταφοράς πρωτεϊνών στον πυρήνα. Ένα µεγάλο ευχαριστώ στον 
∆ρ. Γ. Παναγιώτου και τους συνεργάτες του στο Ε.ΚΕ.Β.Ε «Α. Φλέµινγκ» για τη 
διεξαγωγή των πειραµάτων φασµατοµετρίας µαζών του φωσφορυλιωµένου HIF-1α.  
 Ευχαριστίες επίσης οφείλω στην Επίκουρη Καθηγήτρια Φυσιολογίας κ. Α. 
Χατζηευθυµίου για την πολύτιµη βοήθεια της στη στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσµάτων µου και για τη συνεργασία που µου προσέφερε. 
Επίσης από το εργαστήριο Βιοχηµείας του Τµήµατος Ιατρικής του 
Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας ευχαριστώ τον κ. Η. Μυλωνή για την κλωνοποίηση και 
έκφραση των καρβοξυτελικών τµηµάτων του HIF-1α σε βακτήρια και την κ. Α. 
Καλούση  για την κλωνοποίηση των αµινοτελικών και καρβοξυτελικών τµηµάτων 
του HIF-1α στους pBLUESCRIPT φορείς έκφρασης. Επιπλέον ευχαριστώ την κ. Π. 
Μηνά και τον κ. Κ. Καλοειδά για την κλωνοποίηση του cDNA του ΗΙF-1α σε 
διάφορους πλασµιδιακούς φορείς έκφρασης. 
 Ευχαριστίες οφείλω και σ’ όλο το προσωπικό και συναδέλφους των 
Εργαστηρίων Βιοχηµείας και Φυσιολογίας για τη συνεργασία τους και τη δηµιουργία 
του ευχάριστου συναδελφικού κλίµατος µέσα στο εργαστήριο. 
     Τέλος, ευχαριστίες οφείλω στους γονείς µου και στον αδελφό µου γιατί µε την 
ενθάρρυνση, την αµέριστη υλική και κυρίως ηθική τους συµπαράσταση όλα αυτά τα 
χρόνια µπόρεσα να ολοκληρώσω τις σπουδές µου. 
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
1.1 ΥΠΟΞΙΑ ΚΑΙ HIF-1α 
 
1.1.1 Απόκριση των κυττάρων στην υποξία 
Το οξυγόνο είναι απαραίτητο για τη ζωή. Η σταθερότητα της γήινης 
βιόσφαιρας βασίζεται στην ευαίσθητη ισορροπία που εγκαθιδρύθηκε τα περασµένα 
1-2 δισεκατοµµύρια χρόνια, ανάµεσα στην παραγωγή µοριακού οξυγόνου από 
φωτοσυνθετικά φυτά και στην χρησιµοποίησή του από άλλους οργανισµούς. Παρόλο 
που ο κύριος ρόλος του ατµοσφαιρικού οξυγόνου είναι να δρα ως αποδέκτης 
ηλεκτρονίων κατά την οξείδωση βιολογικών υποστρωµάτων, µε την παραγωγή 
µεταβολικής ενέργειας, το οξυγόνο επηρεάζει πολλές άλλες βασικές κυτταρικές 
λειτουργίες. Η έλλειψη οξυγόνου (υποξία) έχει σοβαρές επιπτώσεις στην λειτουργία 
των κυττάρων και θέτει σε κίνδυνο την επιβίωση τους, κυρίως λόγω ανεπάρκειας 
ΑΤΡ. Η έκθεση σε µεγάλες συγκεντρώσεις οξυγόνου (υπεροξία) είναι επίσης τοξική, 
ιδιαίτερα για τις κυτταρικές µεµβράνες και το DNA, λόγω της δηµιουργίας 
δραστικών ριζών οξυγόνου (ROS). Για αυτούς τους λόγους κατά την εξέλιξη οι 
οργανισµοί ανέπτυξαν διάφορους µηχανισµούς για τη διατήρηση της οµοιοστασίας 
του οξυγόνου σε κυτταρικό και συστηµατικό επίπεδο. Οι µηχανισµοί αυτοί δίνουν τη 
δυνατότητα στα κύτταρα να αισθάνονται και να προσαρµόζονται στις µεταβολές της 
ενδοκυττάριας συγκέντρωσης οξυγόνου [1-3]. 
Μελέτες της τελευταίας δεκαετίας έδειξαν ότι τα κύτταρα θηλαστικών 
αποκρίνονται στη µειωµένη συγκέντρωση οξυγόνου µε αλλαγές της έκφρασης 
ορισµένων γονιδίων. Τα προϊόντα αυτών των γονιδίων δρουν αντιρροπιστικά και 
µειώνουν τις επιπτώσεις της υποξίας, προάγοντας κυρίως τον αναερόβιο µεταβολισµό 
και αυξάνοντας την ερυθροποίηση, το ρυθµό αναπνοής, την αγγειοδιαστολή και την 
αγγειογένεση [4-7]. Συγκεκριµένα η αύξηση της µεταγραφής των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για γλυκολυτικά ένζυµα και µεταφορείς γλυκόζης, στα πλαίσια της 
µειωµένης παροχής οξυγόνου, έχει ως αποτέλεσµα τη µεγιστοποίηση της αναερόβιας 
παραγωγής ΑΤΡ. Η αύξηση της παραγωγής ερυθροποιητίνης και της υδροξυλάσης 
της τυροσίνης προάγει την ερυθροποίηση και το ρυθµό αναπνοής αντίστοιχα, 
αυξάνοντας τα επίπεδα του οξυγόνου στο αίµα. Η επαγωγή των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τον αυξητικό παράγοντα του αγγειακού ενδοθηλίου (VEGF) και 
την επαγώγιµη συνθάση του οξειδίου του αζώτου (iNOS) οδηγούν σε αυξηµένη 
αγγειογένεση και αγγειοδιαστολή. Η επαγωγή από την υποξία των διαφορετικών 
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αυτών γονιδίων, ορισµένα από τα οποία εκφράζονται γενικά και ορισµένα ιστοειδικά, 
φαίνεται ότι εξαρτάται από ένα κοινό µηχανισµό αίσθησης οξυγόνου και µεταγωγής 
σήµατος, ο οποίος ενεργοποιεί ένα µεταγραφικό παράγοντα, τον επαγόµενο από την 
υποξία µεταγραφικό παράγοντα HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1). 
 
1.1.2 Γονίδια στόχοι του HIF-1 
Ο HIF-1 επάγει την µεταγραφή περισσοτέρων από 60 γονιδίων που όπως 
αναφέρθηκε παραπάνω, στόχο έχουν την κυτταρική και φυσιολογική απόκριση στο 
υποξικό στρες (Εικ. 1). Το κοινό όλων αυτών των γονιδίων είναι ότι περιέχουν 
συγκεκριµένες αλληλουχίες DNΑ, γνωστές και ως στοιχεία απόκρισης στην υποξία ή 
HRE (Hypoxia Response Elements) στα  οποία συνδέεται ο HIF-1 [8, 9]. Τα HRE 
εντοπίζονται µέσα στους υποκινητές ή στους ενισχυτές των γονιδίων στόχων του 
HIF-1 και περιέχουν την αλληλουχία (A/G)CGTG που είναι και το κατεξοχήν 
στοιχείο σύνδεσης στον HIF-1. Ανάµεσά τους περιλαµβάνονται γονίδια των οποίων 
τα προϊόντα επιδρούν σε λειτουργίες όπως η ερυθροποίηση και η µεταφορά σιδήρου 
στους ιστούς. Μια άλλη οµάδα γονιδίων που ελέγχονται από τον HIF-1 κωδικοποιεί 
για πρωτεΐνες που είναι υπεύθυνες για την αύξηση και λειτουργία του αγγειακού 
συστήµατος και την προσαρµογή του αγγειακού  τόνου. Επιπλέον ο HIF-1 επάγει 
γονίδια των οποίων τα προϊόντα εµπλέκονται στον αναερόβιο µεταβολισµό και την 
παραγωγή ATP. Τέλος επιδρά στην µεταγραφή  γονιδίων που είναι υπεύθυνα για την 
επιβίωση και τον κυτταρικό πολλαπλασιασµό.  
 
1.1.3 ∆οµή του HIF-1 
Ο ΗΙF-1 είναι ένα ετεροδιµερές δύο bHLH-PAS πρωτεϊνών: Ο επαγόµενος από 
την υποξία παράγοντας-1 (HIF-1) δεν υπάρχει σε µονοκυττάριους οργανισµούς και 
εµφανίζεται κατά την εξέλιξη στα έντοµα. Πρωτοανακαλύφθηκε το 1992 µέσω της 
ανάλυσης των µοριακών µηχανισµών επαγωγής του γονιδίου της ερυθροποιητίνης  
(EPO) από την  υποξία. Αρχικά ανακαλύφθηκε ότι µια αλληλουχία στον  3΄ ενισχυτή 
του γονιδίου προκαλούσε ενεργοποίηση της µεταγραφής σε συνθήκες υποξίας [11-
14] και συνδεόταν σε µια άγνωστη ως τότε πρωτεΐνη [14]. Η πρωτεΐνη αυτή 
αποµονώθηκε από στήλη αγχιστείας που περιείχε ακινητοποιηµένη την  DNA 
αλληλουχία του ενισχυτή της EPO και δείχθηκε πως αποτελούνταν από δύο 
υποµονάδες µοριακού βάρους 120-130 kD και 91-94 kD, οι οποίες προσδιορίστηκαν 
ως HIF-1α και ΗΙF-1β αντίστοιχα [15]. Μελέτες της δοµής του HIF-1 έχουν δείξει ότι 
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οι δύο υποµονάδες του περιέχουν δυο χαρακτηριστικές περιοχές: µία περιοχή µε 
µοτίβο έλικας-θηλιάς-έλικας (bHLH: basic Helix-Loop-Helix) καθώς και την περιοχή 
PAS. Οι bHLH περιοχές είναι υπεύθυνες για το διµερισµό και την σύνδεση 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Γονίδια στόχοι του HIF-1α [10]. 
 
ενός µεγάλου αριθµού µεταγραφικών παραγόντων στο DNA. Το όνοµα της περιοχής  
PAS προήλθε από τα  πρώτα γνωστά µέλη της οικογένειας: των γονιδίων period (Per) 
και single-minded (Sim) της Drosophila και των γονιδίων aryl hydrocarbon receptor 
(AHR) και aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT) των θηλαστικών 
[15]. Η περιοχή ΡΑS περιέχει δύο εσωτερικές οµόλογες υποπεριοχές τις Α και Β που 
έχουν βασικά αµινοξέα και οι οποίες εµπλέκονται σε αλληλεπιδράσεις µεταξύ 
διαφόρων πρωτεϊνών.  
HIF-1α: Ο ΗΙF-1α είναι µία πρωτεΐνη 826 αµινοξέων (Εικ. 2α) η οποία εµφανίζει 
µέγεθος 100-120 kDa κατά την ηλεκτροφόρηση της σε αποδιατακτική πηκτή (SDS-
PAGE). Στο αµινοτελικό του άκρο περιέχει µια περιοχή βασικών αµινοξέων (17-30) 
την περιοχή HLH (αµινοξέα 31-71) και την περιοχή PAS (αµινοξέα 85-298) µε τις Α 
(85-158) και Β (228-298) υποπεριοχές [15]. Στο καρβοξυτελικό άκρο εντοπίζονται 
δύο περιοχές µεταγραφικής ενεργοποίησης, οι N-TAD (N-terminal transactivation 
Γονίδια στόχοι
Αγγειακός τόνος
Αγγειογένεση
Ερυθροποίηση
Παραγωγή ΑΤΡ
Μεταβολισµός
Επιβίωση-θάνατος
Μεταγραφή
Ερυθροποιητίνη, Τρανφερίνη, Υποδοχέας της
Τρανσφερίνης, Σερουλοπλασµίνη
VEGF, υποδοχέας του VEGF FLT-1, TGF-β3, PAI-1
α1β Αδρενεργικός υποδοχέας, κολπικό νατριοδιουρητικό
πεπτίδιο, Ενδοθηλίνη 1, NOS 2, HO-1, 
Μεταφορείς γλυκόζης 1 και 3, Εξοκινάση 1 και 2, 
Ενολάση Ι, Αφυδρογονάση της 3 φωσφορικής
γλυκεριναλδεϋδης,Αλδολάση Α & C, Γαλακτική αφυδρογονάση Α,
Κινάση του πυροσταφυλικού Μ, Κινάση του φωσφογλυκερινικού Ι
Ισοµεράση της φωσφορικής τριόζης
Προλυλο- 4- υδροξυλάση α1, Αδενυλική κινάση 3
Καρβονική ανυδράση 9
IGF-2, IGF-BP 1,2,&3, P21, Nip3, Κυκλίνη G2, DEC-1
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domain, αµινοξέα 531-575) και C-TAD (C-terminal transactivation domain, αµινοξέα 
786-826). Το καρβοξυτελικό άκρο περιέχει επίσης µια περιοχή η οποία είναι 
υπεύθυνη για την αποικοδόµηση του HIF-1α σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου 
(ΟDD: oxygen dependent degradation domain, αµινοξέα 401-603) και η οποία 
περιέχει δυο µοτίβα PEST, περιοχές δηλαδή πλούσιες σε αµινοξέα προλινών, 
γλουταµινικού οξέος, σερίνης και θρεονίνης (αµινοξέα 499-518 και 581-600) [16, 
17]. Επιπλέον έχει βρεθεί ότι ο HIF-1α περιέχει δυο πιθανά σήµατα πυρηνικού 
εντοπισµού (NLS: nuclear localization signals) τα N-NLS (αµινοξέα 17-74) και C-
NLS (αµινοξέα 718-721) [18]. 
ΗIF-1β: Ο ΗΙF-1β είναι ταυτόσηµος µε την πρωτεΐνη ARNT η οποία έχει την 
ικανότητα να ετεροδιµερίζεται µε τον παράγοντα ΑHR προς σχηµατισµό του 
λειτουργικού υποδοχέα της διοξίνης. Εντοπίζεται σε δυο ισοµορφές των 774 και 789 
αµινοξέων οι οποίες εµφανίζουν µεγέθη  92 και 94 kDa αντίστοιχα κατά την 
ηλεκτροφόρηση τους σε αποδιατακτική πηκτή (SDS-PAGE). Οι δυο αυτές ισοµορφές 
διαφέρουν σε ένα εξόνιο µήκους 45 βάσεων. Και ο ARNT περιέχει περιοχές bHLH 
(αµινοξέα 90-144) και PAS (αµινοξέα 171-410) καθώς και µια περιοχή µεταγραφικής 
ενεργοποίησης στο καρβοξυτελικό άκρο τη C-TAD (αµινοξέα 756-789) (Εικ.  2β).  
HIF-2α/ΗΙF-3α: Εκτός του HIF-1α υπάρχουν άλλα δύο µέλη της οικογένειας των 
bHLH-PAS πρωτεϊνών: ο HIF-2α ονοµαζόµενος και ΕPAS1 (endothelial PAS 
domain protein 1) και ο ΗIF-3α [19]. Οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζουν δοµικές 
οµοιότητες µεταξύ τους και αποικοδοµούνται σε κανονικές συνθήκες οξυγόνου µε 
όµοιο τρόπο µε αυτό του HIF-1α, όµως ο ειδικός ρόλος τους δεν είναι λεπτοµερώς 
γνωστός. Είναι γνωστό πως ο HIF-2α επάγει τη µεταγραφή γονιδίων µετά από υποξία 
(όπως αυτό του VEGF). Η δράση των διαφόρων µελών της οικογένειας των HIF 
παραγόντων διαφέρει σε αρκετούς τύπους κυττάρων. Για παράδειγµα ενώ τόσο ο 
HIF-1α όσο και ο HIF-2α εκφράζονται σε αφθονία στους νεφρούς, η υπερέκφραση 
του HIF-2α και όχι του HIF-1α επάγει την ανάπτυξη των κυττάρων του νεφρικού 
καρκινώµατος. Ωστόσο στην περίπτωση κυτταρικών σειρών από καρκίνο του µαστού 
ο HIF-1α είναι η κύρια πρωτεΐνη της οικογένειας των HIF παραγόντων που 
απαιτείται για την επαγωγή των γονιδίων στόχων της υποξίας [20]. 
 
. 
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Εικόνα 2: Πρωτεϊνικές περιοχές των HIF-1α (α) και HIF-1β (β). Φαίνονται µε κόκκινο και πράσινο 
χρώµα οι περιοχές ετεροδιµερισµού και σύνδεσης στο DNA. Οι περιοχές ενεργοποίησης φαίνονται µε 
κίτρινο και τα σήµατα πυρηνικού εντοπισµού (NLS) µε µπλέ χρώµα. Η θέση της ODD φαίνεται µε γκρι 
χρώµα [17]. 
  
Προϊόντα εναλλακτικού µατίσµατος: Οι πρωτεΐνες HIF-1α και HIF-3α  
παρουσιάζονται µε τη µορφή διαφόρων προϊόντων εναλλακτικού µατίσµατος (Εικ. 
3). Όσον αφορά στο HIF-1α έχουν µέχρι στιγµής αναφερθεί στη βιβλιογραφία 5 
ισοµορφές του. Η ισοµορφή HIF-1αFL διαφέρει από την κανονική HIF-1α σε 3 
επιπλέον βάσεις ΤΑG που περιέχονται  µεταξύ των εξονίων 1 και 2. Η HIF-1α736 έχει 
χάσει το εξόνιο 14 µε αποτέλεσµα να µην περιέχει την περιοχή ενεργοποίησης του 
καρβοξυτελικού άκρου. Η  HIF-1αFL και η HIF-1α736 ενεργοποιούν τον υποκινητή του 
VEGF στην υποξία [22]. Σε αντίθεση µε τις δυο αυτές µορφές ο  HIF-1α557(ΗΙF-1αZ) 
και ο HIF-1α516 δρούν σαν επικρατείς αρνητικές µορφές του HIF-1α. Η ΗΙF-1αZ δεν 
περιέχει το εξόνιο 12 και η HIF-1α516 δεν έχει τα εξόνια 11 και 12 [23, 24]. Η 
πρόσφατα γνωστή HIF-1α785 δρα ως µεταγραφικός ενεργοποιητής αλλά στερείται του 
εξονίου 11 στην ODD περιοχή [20, 25]. Για τον ανθρώπινο HIF-3α έχουν αναφερθεί 
επίσης αρκετές ισοµορφές. Τα hHIF-3α1, 2 και 3 περιέχουν την ODD περιοχή. Ένας 
αρνητικός ρυθµιστής του HIF-1α ο IPAS  (inhibitory PAS domain protein) 
ανακαλύφθηκε ως προϊόν εναλλακτικού µατίσµατος του HIF-3α (HIF-3α2) [21].Ο 
IPAS εµποδίζει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τον ARNT λόγω του διµερισµού 
του HIF-1α µε το IPAS. Τo HIF-1α/IPAS σύµπλοκο δεν έχει την ικανότητα 
α. 
β. 
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δέσµευσης στο HRE. Για το λόγο αυτό ο IPAS και γενικότερα  ο HIF-3α θεωρούνται 
ως αναστολείς της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α.    
 
    
 
Εικόνα 3: Τα γονίδια της οικογένειας των α υποµονάδων του HIF  και τα προϊόντα εναλλακτικού 
µατίσµατος τους. Φαίνονται µε γαλάζιο οι bHLH περιοχές, µε µοβ και πράσινο οι PAS περιοχές, µε 
πορτοκαλί η ODD περιοχή και µε κίτρινο η περιοχή ενεργοποίησης στο καρβοξυτελικό άκρο [20]. 
 
1.2 ΕΤΕΡΟ∆ΙΜΕΡΙΣΜΟΣ ΤΟΥ ΗΙF-1α ΜΕ ΤΟΝ ARNT ΚΑΙ ∆ΕΣΜΕΥΣΗ 
ΣΤΟ DNA 
 
Στοιχεία σύνδεσης στο DNA: Προκειµένου ο HIF-1 να ενεργοποιήσει την 
µεταγραφή των γονιδίων στόχων του πρέπει να συνδεθεί σε µια περιοχή του DNA 
τους που είναι γνωστή ως HRE (Hypoxia Response Element). Τα HRE εντοπίζονται 
µέσα στους υποκινητές ή στους ενισχυτές (που βρίσκονται στο 5΄ ή στο 3΄ άκρο ή και 
στο εσωτερικό) των γονιδίων στόχων του HIF-1 (Εικ. 4). Η περιοχή HRE περιέχει 
την αλληλουχία (A/G)CGTG η οποία είναι το κατεξοχήν στοιχείο σύνδεσης στο HIF-
1 και ονοµάζεται HBS (Hypoxia Binding Site). Θεωρείται πως το στοιχείο HBS είναι 
η ελάχιστη αλληλουχία που απαιτείται για τη σύνδεση του HIF-1 στο DNA. Η 
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πλειονότητα των γονιδίων στόχων του HIF-1 περιέχουν και µια άλλη χαρακτηριστική 
αλληλουχία που ονοµάζεται HAS (HIF-1 Ancillary Sequence) και η οποία 
εντοπίζεται µέσα στην HRE περιοχή, 8 µε 9 νουκλεοτίδια εµπρός ή πίσω από τα 
HBS. Η ΗAS είναι µια ατελής ανάστροφη επανάληψη του HBS (Εικ. 5) η οποία  
θεωρείται  απαραίτητη για την µεταγραφική ενεργοποίηση των γονιδίων από τον 
HIF-1 [26]. Φαίνεται λοιπόν πως η δευτεροταγής δοµή του HRE στοιχείου είναι 
κρίσιµη για την λειτουργία του ως ενεργοποιητή της µεταγραφής, ενώ είναι γνωστό 
πως στο HAS στοιχείο  συνδέονται και άλλα πρωτεϊνικά σύµπλοκα εκτός του HIF-1 
[26].  
 
             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 4: Εντοπισµός των στοιχείων απόκρισης στην υποξία (HRE) σε διάφορα γονίδια στόχους του 
HIF-1. Το στοιχείο HRE µπορεί να βρίσκεται στην  5΄  (στο VEGF και στην τρανσφερίνη) ή στην 3΄ 
(EPO) περιοχή του ενισχυτή  ή µέσα στον υποκινητή (NOSII) γονιδίων στόχων [9]. 
 
Η CpG αλληλουχία που βρίσκεται στο στοιχείο HBS πιστεύεται πως 
µεθυλιώνεται οδηγώντας έτσι στην αναστολή της σύνδεσης του HIF-1[27]. Η 
µεθυλίωση της συγκεκριµένης περιοχής πιθανόν να παρεµποδίζεται από τη σύνδεση 
άλλων πρωτεϊνών πάνω στο HBS. Πιθανόν η µεθυλίωση του HBS χρησιµεύει σαν 
ρυθµιστικός µηχανισµός της ιστοειδικής έκφρασης γονιδίων από την υποξία [27]. 
Ετεροδιµερισµός και σύνδεση στο DNA: Με πειράµατα αλλαγής 
ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (EMSA: electrophoretic mobility shift assay) 
δείχθηκε πως  ο HIF-1α παραγόµενος µε in vitro µετάφραση από εκχύλισµα 
δικτυοκυττάρων (reticulocyte lysate) δεν µπορεί από µόνος του να συνδεθεί σε ένα 
ολιγονουκλεοτίδιο  που  περιέχει  την  HRE  περιοχή  του  ενισχυτή  του  γονιδίου της 
3’ ενισχυτής5’ ενισχυτής υποκινητής
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Εικόνα 5: Στοιχεία απόκρισης στην υποξία (HRE) των VEGF, EPO, GLUT-1 (Μεταφορέας Γλυκόζης 1) 
και LDHA (Γαλακτική αφυδρογονάση A) γονιδίων. Φαίνονται οι περιοχές HBS (Hypoxia Binding Site) 
και HAS (HIF-1 Ancillary Sequence) καθώς και οι θέσεις τους µέσα στα HRE [26]. 
 
ερυθροποιητίνης. Αντίθετα παρουσία του ARNT ο HIF-1α µπορεί να ετεροδιµεριστεί 
µαζί του in vitro και να συνδεθούν στο DNA [28]. Με παρόµοια πειράµατα δείχθηκε 
πως ο ενδογενής HIF-1 που συνδέεται σε DNA από πυρηνικά εκχυλίσµατα υποξικών 
κυττάρων περιέχει τόσο τον HIF-1α όσο και τον ARNT [15].  
Η bHLH µαζί µε την PASA περιοχή είναι απαραίτητες για τον διµερισµό των 
δύο παραγόντων. Επιπλέον για τη σύνδεση του HIF-1 στο DNA απαιτούνται και οι 
δυο παραπάνω περιοχές αλλά φαίνεται πως η ύπαρξη ολόκληρης της PAS περιοχής 
οδηγεί στην βέλτιστη πρόσδεση. Ιδιαίτερα η βασική περιοχή αµινοξέων (4-27αα) 
είναι απολύτως αναγκαία για τη σύνδεση στο DNA [28].  
Μελέτες υποστηρίζουν πως κατά το διµερισµό του µε τον ARNT ο HIF-1α 
υπόκειται σε µια αλλαγή διαµόρφωσης. Η αλλαγή αυτή οδηγεί σε αυξηµένη 
ανθεκτικότητα του HIF-1α σε πρωτεολυτική πέψη. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 
γεγονός πως αν και µικρά αµινοτελικά τµήµατα του ARNT (αµινοξέα 1-140 και 1-
407) µπορούν να ετεροδιµεριστούν µε τον HIF-1α δεν προκαλούν αυτή την αλλαγή 
διαµόρφωσης και δεν δηµιουργούν σύµπλοκο ικανό για σύνδεση στο DNΑ. Αυτό 
υποδεικνύει πως οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ των καρβοξυτελικών περιοχών  των δυο 
υποµονάδων του HIF-1 πιθανόν επιδρούν τόσο στη στερεοδιαµόρφωση τους όσο και 
στην ικανότητα σύνδεσης τους στο DNA παρόλο που δεν συµµετέχουν άµεσα σε 
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αυτόν [29]. Επιπρόσθετα έχει βρεθεί πως ο HIF-1α δεν µπορεί να πάρει την 
κατάλληλη στερεοδιαµόρφωση κατά το διµερισµό του µε τον ARNT απουσία της 
πρωτεΐνης Hsp90 [29-31]. 
 Συνοψίζοντας, φαίνεται πως για τον ετεροδιµερισµό του HIF-1α µε τον 
ARNT και τη σύνδεση στο DNA απαιτείται η  bHLH µαζί µε την PAS περιοχή των 
δυο παραγόντων. Είναι όµως πιθανόν σε αυτή τη διαδικασία να παίζει σηµαντικό 
ρόλο η γενικότερη στερεοδιαµόρφωση του HIF-1α. Επιπλέον οι καρβοξυτελικές 
περιοχές των δυο παραγόντων πιθανόν να συµµετέχουν έµµεσα τόσο στη 
διαµόρφωση του µορίου του HIF-1α όσο και στη σύνδεση του στο DNA. Μέχρι 
στιγµής όµως ο ακριβής ρόλος των καρβοξυτελικών τµηµάτων των δυο µορίων στη 
σύνδεση στο DNA αποτελεί ένα µεγάλο ερώτηµα. Επίσης δεν είναι γνωστό αν 
κάποιοι άλλοι παράγοντες όπως  οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις του HIF-1α 
έχουν κάποιο ρόλο στην αλληλεπίδρασή του µε τον ARNT και στη σύνδεση του 
ετεροδιµερούς στο DNA. Γενικότερα το συγκεκριµένο κοµµάτι του µηχανισµού 
δράσης του HIF-1α βρίσκεται ακόµη υπό έρευνα.  
1.3 ΡΥΘΜΙΣΗ ΤΟΥ ΗΙF-1α 
1.3.1 Μηχανισµός ενεργοποίησης του HIF-1α σε υποξικές συνθήκες 
Η ρύθµιση του µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 γίνεται µέσω της α-
υποµονάδας και κυρίως µέσω της σταθεροποίησης της πρωτεΐνης. Συγκεκριµένα υπό 
φυσιολογικές συνθήκες Ο2 αν και οι δυο υποµονάδες του ΗΙF-1  (ΗΙF-1α και ARNT) 
µεταγράφονται και µεταφράζονται συνεχώς, ο ΗΙF-1 δεν είναι ενεργός εξαιτίας της 
ταχείας αποικοδόµησης του HIF-1α (ηµιζωή < 5 min). Στην υποξία η αποικοδόµηση 
αναστέλλεται, ο HIF-1α σταθεροποιείται, εισάγεται στον πυρήνα όπου εκεί 
αλληλεπιδρά µε τον συµπαράγοντα του ARNT µέσω των bHLH-PAS περιοχών και 
προσδένονται στο DNA. Στη συνέχεια αλληλεπιδρά µε διάφορους γνωστούς 
µεταγραφικούς παράγοντες όπως η CBP/p300, ο SRC-1 και ο ΤΙF-2 µέσω της 
σύνδεσης τους στις TAD περιοχές του και επάγει τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων 
του (Εικ. 6) [33].  
Αποικοδόµηση: Σε συνθήκες φυσιολογικής συγκέντρωσης οξυγόνου ο ΗΙF-1α 
ουβικιτινιώνεται και αποικοδοµείται µέσω της 26S υποµονάδας του πρωτεοσώµατος 
[34]. Στην ουβικιτινίωση του HIF-1α κύριο ρόλο παίζει η ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη Von Hippel-Lindau (pVHL), η οποία αλληλεπιδρά άµεσα µε την ODD 
περιοχή του HIF-1α [35]. Η VHL αλληλεπιδρά µε τις πρωτεΐνες Elongin B, C, 
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Cullin2 και RBX1 σχηµατίζοντας έτσι το σύµπλεγµα  της Ε3 λιγάσης που προκαλεί 
τελικά την ουβικιτινίωση του HIF-1α. Η απενεργοποίηση της VHL σχετίζεται µε το 
σύνδροµο Von Hippel-Lindau, µιας κληρονοµικής µορφής καρκίνου η οποία 
χαρακτηρίζεται από συνεχή έκφραση του HIF-1α εξαιτίας της µη ουβικιτινίωσης και 
µη αποικοδόµησης του [36].  
Η αλληλεπίδραση µεταξύ VHL και HIF-1α εξαρτάται από το Ο2: Η σύνδεση HIF-
1α/VHL προϋποθέτει µια µεταµεταφραστική τροποποίηση, την υδροξυλίωση των 
προλινών στις θέσεις 402 και 564 του HIF-1α, η οποία πραγµατοποιείται παρουσία 
οξυγόνου [36]. Η υδροξυλίωση των προλινών οδηγεί σε δέσµευση της VHL στην 
ODD περιοχή και σε επακόλουθη ουβικιτινίωση του HIF-1α. Τα αµινοξέα στις θέσεις 
402 και 564 βρίσκονται σε µια αµινοξική περιοχή µε µοτίβο  LXXLAP. Έχει δειχθεί 
πως  η Leu562 της συγκεκριµένης περιοχής είναι απαραίτητη για την υδροξυλίωση της 
Pro564 [36]. Σε υποξικές συνθήκες η υδροξυλίωση δεν συµβαίνει εξαιτίας µείωσης 
του οξυγόνου και o VHL δεν δεσµευεται στον HIF-1α µε αποτέλεσµα τη 
σταθεροποίηση του HIF-1α [37].  
HIF-1α προλυλο-υδροξυλάσες: Η υδροξυλίωση των προλινών της ODD περιοχής 
του HIF-1α καταλύεται από τις HIF-1α προλυλο-υδροξυλάσες. Τα ένζυµα αυτά είναι 
µέλη της υπεροικογένειας των διοξυγενασών, περιέχουν Fe+2 και απαιτούν 
κετογλουταρικό και ασκορβικό για τη δράση τους. Το µοριακό οξυγόνο αποτελεί 
υπόστρωµα των ενζύµων αυτών ενώ τα παραπροϊόντα της αντίδρασης είναι το CO2 
και το ηλεκτρικό οξύ. Η δράση των προλυλο-υδροξυλασών µοιάζει µε τη δράση των 
γνωστών προλυλο-υδροξυλασών του προκολλαγόνου [38, 39]. 
Τα ένζυµα αυτά ανακαλύφθηκαν αρχικά σαν προϊόντα του γονιδίου egl-9 του 
Caenorhabditis elegans [40]. Αργότερα ανακαλύφθηκαν τρία οµόλογα της Egl-9 στα 
θηλαστικά οι λεγόµενες PHDs 1, 2 και 3 (PH-domain containing proteins). Οι τρείς 
αυτές πρωτεΐνες διαφέρουν στον ενδοκυτταρικό εντοπισµό τους. Η PHD1 
ανιχνεύθηκε αποκλειστικά στον πυρήνα, η PHD2 στο κυτταρόπλασµα ενώ η PHD3 
βρέθηκε τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα [41]. Επιπλέον η 
αποσιώπηση της PHD2 χρησιµοποιώντας siRNA σταθεροποίησε τον HIF-1α σε 
συνθήκες νορµοξίας, ενώ αντίστοιχη αποσιώπηση των PHD1 και PHD3 δεν είχε 
καµία επίδραση, δείχνοντας πως πιθανόν το κύριο ένζυµο για την υδροξυλίωση των 
προλινών του HIF-1α είναι η PHD2 [42]. 
Πρόσφατα χαρακτηρίστηκε και µια τέταρτη PHD [43]. Όλα αυτά τα ένζυµα 
υδροξυλιώνουν την Pro564 ενώ µόνο οι PHD1 και 2 υδροξυλιώνουν την Pro402. 
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Σύµφωνα µε µελέτες τόσο το mRNA όσο και η πρωτεΐνη PHD2 επάγονται από την 
υποξία σε πολλούς τύπους κυττάρων, γεγονός που αποδεικνύει την ύπαρξη ενός 
αρνητικού µηχανισµού ανάδρασης [44].  
Υδροξυλίωση Ασπαραγίνης: Εκτός από την υδροξυλίωση των προλινών του HIF-1α 
λαµβάνει χώρα και µια άλλη υδροξυλίωση παρουσία µοριακού οξυγόνου που είναι η 
υδροξυλίωση της ασπαραγίνης στη θέση 803 του καρβοξυτελικού άκρου του HIF-1α. 
Η υδροξυλίωση αυτή γίνεται από την πρωτεΐνη  FIH-1 (Factor Inhibiting HIF-1, 
παράγοντας αναστολής του HIF-1) η οποία αλληλεπιδρά άµεσα µε τον HIF-1α [45-
48]. Η FIH-1 είναι και αυτή µέλος της υπεροικογένειας των διοξυγενασών και απαιτεί 
Fe+2 και κετογλουταρικό για τη δράση της καθώς και βιταµίνη C για τη διατήρηση 
του σιδήρου στη δισθενή κατάσταση [46]. Η υδροξυλίωση της ασπαραγίνης αυτής 
στο καρβοξυτελικό άκρο καταργεί την δέσµευση της p300 στον HIF-1α µε 
αποτέλεσµα να µένει µεταγραφικά ανενεργός.  
 Συνοπτικά φαίνεται πως η διαθεσιµότητα σε οξυγόνο αποτελεί τον κύριο 
ρυθµιστή για τη δράση του HIF-1α. Σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου ο HIF-1α 
υδροξυλιώνεται από τις προλυλο-υδροξυλάσες, ουβικιτινιώνεται µέσω του 
συµπλόκου της Ε3 λιγάσης και αποικοδοµείται από το πρωτεόσωµα, ενώ ταυτόχρονα 
η µεταγραφική του ικανότητα αναστέλλεται. Αντίθετα όταν το οξυγόνο µειώνεται σε 
συνθήκες υποξίας, τα παραπάνω ένζυµα είναι ανενεργά µε αποτέλεσµα τη 
σταθεροποίηση των πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α λόγω αναστολής της 
πρωτεόλυσής του και την αύξηση της µεταγραφικής του ενεργότητας. 
 
1.3.2 Ενεργοποίηση του HIF-1α απο µη υποξικά ερεθίσµατα 
1.3.2.1 ∆εσφεριοξαµίνη και Κοβάλτιο 
Εκτός από την υποξία ο HIF-1α επάγεται και σε φυσιολογικές συνθήκες 
οξυγόνου υπό την επίδραση διαφόρων ουσιών. Συγκεκριµένα έχει βρεθεί πως ενώσεις 
οι οποίες προκαλούν αναστολή των πρόλυλο-υδροξυλασών (π.χ. DMOG: 
διµεθυλοξαλική γλυκίνη) οδηγούν στη σταθεροποίηση του HIF-1α εξαιτίας της µη 
υδροξυλίωσης και άρα της µη πρωτεόλυσής του από το πρωτεόσωµα. Σε αυτή την 
κατηγορία ανήκουν και διάφοροι χηλικοί παράγοντες όπως η δεσφεριοξαµίνη (DFO) 
οι οποίοι δεσµεύουν το Fe+2  που απαιτούν οι υδροξυλάσες του HIF-1α, µε 
αποτέλεσµα να τις καθιστούν ανενεργές. 
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Έχει παρατηρηθεί πως δισθενή µέταλλα όπως το κοβάλτιο και το νικέλιο 
προκαλούν επαγωγή του HIF-1α [15]. Ιδιαίτερα για το κοβάλτιο η  ακριβής δράση 
του στην επαγωγή του HIF-1α δεν είναι λεπτοµερώς γνωστή. Είναι πιθανόν το 
κοβάλτιο να αντικαθιστά το σίδηρο στο ενεργό κέντρο των υδροξυλασών 
αναστέλλοντας έτσι τα συγκεκριµένα ένζυµα και προκαλώντας τη σταθεροποίηση 
του HIF-1α. Παρόλα αυτά  το κοβάλτιο ίσως να έχει και άλλους ρόλους αφού σε µια 
µελέτη φαίνεται να  αλληλεπιδρά και άµεσα µε τον HIF-1α αναστέλλοντας την 
σύνδεση του µε τον VHL [49]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6: Μηχανισµός ρύθµισης του HIF-1α σε νορµοξία, υποξία ή υπο την επίδραση αυξητικών 
παραγόντων, ορµονών ή κυτοκινών Ο HIF-1α σε νορµοξία υδροξυλιώνεται από τις προλυλ-υδροξυλάσες 
και αποικοδοµείται από το πρωτεόσωµα. Στην υποξία ή υπο την επίδραση παραγόντων όπως η DFO και 
το CoCl2 τα ένζυµα αυτά καθίστανται ανενεργά, ο HIF-1α σταθεροποιείται και µετακινείται στον πυρήνα 
όπου αλληλεπιδρά µε τον ARNT, τη CBP/p300 και άλλους παράγοντες επάγοντας έτσι τη µεταγραφή των 
γονιδίων στόχων του. ∆ιάφοροι αυξητικοί παράγοντες και κυτοκίνες επιδρούν στον HIF-1α είτε µέσω 
αύξησης της σύνθεσης του από το ΡΙ3Κ µονοπάτι ή µέσω τροποποιήσεων του ενεργοποιώντας τις ERK 1 
και 2 κινάσες [27].  
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1.3.2.2 Αυξητικοί παράγοντες  
Η επίδραση διαφόρων αυξητικών παραγόντων, όπως η ινσουλίνη, ο IGF-1 
(Insulin-like Growth Factor-1) και IGF-2 (Insulin-like Growth Factor-2), o EGF 
(Εpidermal Growth Factor), ο PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) [50, 51], 
κυτοκινών όπως η ιντερλευκίνη-1 και ο ΤΝFα (Tumor Necrosis Factor α) [52] 
αγγειακών ορµονών, όπως η αγγειοτενσίνη και η θροµβίνη [51, 53] και ιϊκών 
πρωτεϊνών [54, 55] οδηγούν σε επαγωγή και ενεργοποίηση του HIF-1α σε 
φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου σε διάφορες κυτταρικές σειρές. Αντίθετα µε την 
υποξία, ο µηχανισµός που οδηγεί στην παρατηρούµενη µη υποξική επαγωγή ενέχει 
συνήθως την αύξηση της σύνθεσης του HIF-1α. Συγκεκριµένα, η αποικοδόµηση του 
HIF-1α δεν φαίνεται να αναστέλλεται, αντίθετα παρατηρείται αύξηση είτε της 
σύνθεσης είτε κυρίως της µετάφρασης του mRNA του η οποία είναι ικανή να 
οδηγήσει σε συσσώρευση της πρωτεΐνης λόγω µετακίνησης της ισορροπίας 
σύνθεσης-αποικοδόµησης προς την πλευρά της πρώτης.   
 Μελέτες έδειξαν πως η αύξηση της µετάφρασης του mRNA του  HIF-1α 
εµπλέκει  την PI-3K (κινάση της 3-φωσφατιδυλο-ινοσιτόλης). Οι αυξητικοί 
παράγοντες προσδένονται σε µεµβρανικούς υποδοχείς κινάσης τυροσίνης και η 
πρόσδεση αυτή είναι το εναρκτήριο σήµα για µια σειρά διαδοχικών 
φωσφορυλιώσεων. Αρχικά µέσω της κινάσης της τυροσίνης ενεργοποιείται η PI-3K η 
οποία καταλύει τη φωσφορυλίωση  φωσφολιπιδίων ινοσιτόλης και συγκεκριµένα τη 
φωσφορυλίωση της ΡΙΡ2 σε ΡΙΡ3 (3,4,5 τριφωσφορική φωσφατιδυλο-ινοσιτόλη) Η 
φωσφορυλίωση αυτή  οδηγεί σε ενεργοποίηση της πρωτεΐνης Akt (γνωστή και ως 
ΡΚΒ). Η ενεργή φωσφορυλιωµένη µορφή της Akt εν συνεχεία ενεργοποιεί την 
πρωτεΐνη mTOR (Target Of Rapamycin, γνωστή και σαν FRAP). Η ενεργή TOR 
φωσφορυλιώνει την 4E-BP1 απενεργοποιώντας την. Η ενεργή 4E-BP1 συνδέεται 
στην πρωτεΐνη eIF-4E εµποδίζοντας την να συµµετέχει στη δηµιουργία του 
συµπλόκου έναρξης της µετάφρασης eIF-4F. Έτσι η απενεργοποίηση της 4E-BP1 
από το µονοπάτι της PI-3K έχει ως αποτέλεσµα την ενίσχυση του µεταφραστικού 
µηχανισµού του κυττάρου. Επιπλέον έχει προταθεί πως η ενεργή TOR 
φωσφορυλιώνει την κινάση p70S6 η οποία φωσφορυλιώνει την υποµονάδα S6 της 
ριβοσωµικής πρωτεΐνης 40S. Η φωσφορυλίωση της S6 αυξάνει τη µετάφραση των 
mRNA τα οποία έχουν στο 5΄άκρο τους περιοχή 4-14 πυριµιδινών. Ένα τέτοιο 
mRNA είναι και του HIF-1α (Εικ. 7Α, [56]). Πιθανόν ο παραπάνω µηχανισµός 
δράσης του µονοπατιού της ΡΙ-3Κ να οδηγεί στην επαγωγή του HIF-1α από ορµόνες 
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όπως η αγγειοτενσίνη ΙΙ, η θροµβίνη, η ινσουλίνη και η ενδοθηλίνη σε αγγειακά λεία 
µυϊκά κύτταρα [57] και από λιποπολυσακχαρίτες (LPS) στα µακροφάγα [58]. Το 
µονοπάτι της PI-3K αναστέλλεται από τις ουσίες LY294002 και βορτµανίνη 
(wortmannin), οι οποίες αναστέλλουν τη φωσφορυλίωση της Akt από την PI-3K. 
Κατεργασία λείων µυϊκών κυττάρων αγγείων µε τους παραπάνω αναστολείς οδήγησε 
σε µείωση των επιπέδων του ΗΙF-1α που παρατηρήθηκαν µετά τη δράση της 
αγγειοτενσίνης υποδεικνύοντας τη δράση του µονοπατιού της PI-3K στην 
παρατηρούµενη επαγωγή [57]. Η ενεργοποίηση της Akt  αναστέλλεται από την 
φωσφατάση PTEN η οποία χαρακτηρίζεται ως ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη. Η 
υπερέκφραση της ΡΤΕΝ οδηγεί σε µείωση των επιπέδων του HIF-1α, ενώ έλλειψη 
της ΡΤΕΝ σχετίζεται µε δηµιουργία όγκων και αυξηµένη αγγειογένεση πιθανόν λόγω 
συνεχούς έκφρασης του HIF-1α [59]. Η φωσφορυλίωση της TOR αναστέλλεται 
αντίστοιχα από τη δράση της ραπαµυκίνης.  
Θεωρείται πως οι ορµόνες όπως η αγγειοτενσίνη ΙΙ και τα LPS αυξάνουν και 
το ρυθµό της µεταγραφής του γονιδίου του HIF-1α εκτός από τη δράση τους στη 
µετάφραση του mRNA του [51, 58]. Η αύξηση αυτή της γονιδιακής µεταγραφής 
πιθανόν υποβοηθείται από την ενεργοποίηση της PKC (protein kinase C) µέσω 
δράσης της διακυλο γλυκερόλης (DAG)  [57].  
Είναι σηµαντικό επίσης να αναφερθεί πως οι αυξητικοί παράγοντες και οι 
αγγειοδραστικές ορµόνες ενεργοποιούν το µονοπάτι των MAP κινασών (Mitogen-
Activated protein kinases) [60, 61]. Ως µονοπάτι των MAP κινασών χαρακτηρίζεται 
µια ακολουθία πρωτεινικών κινασών οι οποίες παίζουν κεντρικό ρόλο στην µοριακή 
σηµατοδότηση των ευκαρυωτικών κυττάρων. Οι γνωστότερες  ΜΑΡ κινάσες είναι οι 
ΕRK. Η ενεργοποίηση των συγκεκριµένων κινασών γίνεται µέσω της ενεργοποίησης 
των υποδοχέων της τυροσίνης, των RAS/RAF και ΜΕΚ κινασών (Εικ. 6 και 7Β). 
Χρησιµοποιώντας αναστολείς του παραπάνω µονοπατιού όπως το PD98059 
παρατηρήθηκε πως µειώθηκε η µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α ενώ τα 
πρωτεινικά επίπεδα του παρέµειναν ανέπαφα [60]. Οι p42-44 ΜΑΡ κινάσες (ERK1 
και 2) φωσφορυλιώνουν τον παράγοντα eIF-4E ενώ φαίνεται να δρούν και στην 
απενεργοποίηση της 4E-BP1 και στην φωσφορυλίωση της p70s6k [62]. Για αυτό το 
λόγο θεωρείται πως το µονοπάτι των MAP κινασών µπορεί να δρα και στην αύξηση 
της πρωτεινοσύνθεσης του HIF-1α µε µηχανισµό παρόµοιο µε αυτό της PI-3K που 
αναφέρθηκε παραπάνω (Εικ. 7).  
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Εικόνα 7: Α) Απεικόνιση του σηµατοδοτικού µονοπατιού της κινάσης της 3-φωσφορικής ινοσιτόλης, των 
αναστολέων του µονοπατιού και της δράσης του στην αύξηση του µεταφραστικού µηχανισµού µέσω 
ενεργοποίησης της S6 ριβοσωµικής υποµονάδας και απενεργοποίησης της 4Ε-BP1. Β) Το µονοπάτι της 
PI3K δρα στην αύξηση της πρωτεινικής σύνθεσης του HIF-1α µέσω ενεργοποίησης της p70s6k  και 
αναστολής  της 4Ε-ΒΡ1. Αντίθετα το µονοπάτι των MAP κινασών φέρεται να δρα στην αύξηση της 
µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α αλλά και στην αύξηση της πρωτεϊνικής σύνθεσης του HIF-1α 
µέσω ενεργοποίησης της ρυθµιστικής πρωτεΐνης eIF-4E και πιθανής αναστολής  της 4Ε-ΒΡ1 και 
ενεργοποίησης της p70s6k  [56]. 
 
Εκτός από τους αυξητικούς παράγοντες, έχει βρεθεί πως και η υποξία 
προκαλεί την ενεργοποίηση των MAP κινασών σε διάφορες κυτταρικές σειρές [62, 
63]. Μολαταύτα, η ενεργοποίηση των  MAP κινασών στην υποξία δεν απαιτείται 
πάντα για την ενεργοποίηση του HIF-1α [64]. Θεωρείται λοιπόν πως οι ΜΑΡ κινάσες 
είναι υπεύθυνες κυρίως για την µη υποξική ενεργοποίηση του HIF-1α. Τέλος και 
άλλες κινάσες όπως οι p38α, p38γ και η JNK φαίνεται να εµπλέκονται στην δράση 
του HIF-1α [65] αλλά ο ακριβής ρόλος τους δεν έχει διευκρινιστεί ακόµη.   
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1.3.2.3 Μιτοχόνδρια και ελεύθερες ρίζες οξυγόνου 
Η εµπλοκή των µιτοχονδρίων στη ρύθµιση του HIF-1α αποτελεί τα τελευταία 
χρόνια αντικείµενο έρευνας. Ειδικότερα οι µελέτες εστιάζονται στο ρόλο των 
ελευθέρων ριζών οξυγόνου (ROS) στη σταθερότητα του HIF-1α. Πρόσφατες έρευνες 
υποστηρίζουν πως τα µιτοχόνδρια δρουν σαν αισθητήρες οξυγόνου αυξάνοντας τη 
δηµιουργία ROS στην υποξία και προκαλώντας την ενεργοποίηση σηµατοδοτικών 
µονοπατιών τα οποία οδηγούν σε επαγωγή του HIF-1α [66, 67]. Έκθεση κυττάρων σε 
ουσίες που παράγουν ROS όπως το Η2Ο2, το βανάδιο, το χρώµιο, η ακτινοβολία, ο 
TNF-α, η AngII, και η υπερέκφραση της NAD(P)H οξειδάσης-1, οδηγούν σε 
σταθεροποίηση του HIF-1α σε νορµοξία [68]. Παρόλα αυτά έχει αναφερθεί πως η 
σταθεροποίηση του HIF-1α σε συνθήκες ανοξίας δεν απαιτεί τη λειτουργία της 
αναπνευστικής αλυσίδας και πως κύτταρα που δεν περιέχουν ενεργά µιτοχόνδρια 
δείχνουν να έχουν κανονική απόκριση στην υποξία [68]. 
Επίσης µη υποξικά ερεθίσµατα όπως αυξητικοί παράγοντες και κυτοκίνες 
επάγουν τον HIF-1α µέσω κυτταρικών σηµατοδοτικών µονοπατιών µε µηχανισµούς 
που εµπλέκουν την παραγωγή  ROS. Συγκεκριµένα, κατεργασία µε ασκορβικό οξύ το 
οποίο αναστέλλει την παραγωγή ROS ανέστειλε και την έκφραση του HIF-1α από 
θροµβίνη και CoCl2 σε λεία µυικά κύτταρα της πνευµονικής αρτηρίας ή από IGF-1 σε 
PC3 κύτταρα προστάτη [69, 70]. Άλλα αντιοξειδωτικά όπως η βιταµίνη Ε ή Ν-
ακετυλο-κυστείνη (NAC) έχουν την ίδια επίδραση στη επαγωγή του HIF-1α από τη 
θροµβίνη [53]. Πιθανόν τα ROS επιδρούν στον HIF-1α µέσω της επαγωγής 
σηµατοδοτικών µονοπατιών όπως το PI3K µονοπάτι ή οι ΜΑΡ κινάσες που είναι 
γνωστό πως ενεργοποιούνται από τα παραπάνω µη υποξικά ερεθίσµατα [71]. 
Επιπλέον όπως αναφέρθηκε το ασκορβικό παίζει ρόλο στην δράση των υδροξυλασών 
του HIF-1α για τη διατήρηση του σιδήρου τους στη δισθενή κατάσταση [46]. 
Φαίνεται λοιπόν πως η οξειδοαναγωγική κατάσταση και τα ROS πιθανόν να 
εµπλέκονται και στη ρύθµιση της δράσης των υδροξυλασών του HIF-1α [71].  
1.3.2.4 Ρύθµιση του HIF-1α µέσω µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων 
Η ρύθµιση της διαφορικής µεταγραφής γονιδίων σε διαφορετικούς ιστούς των 
ευκαρυωτικών οργανισµών εµπλέκει αρκετές τροποποιήσεις των µεταγραφικών 
παραγόντων και πρωτεϊνών του µεταγραφικού µηχανισµού. Αλλαγές στο 
εξωκυττάριο περιβάλλον προκαλούν την εκκίνηση σηµατοδοτικών µονοπατιών  τα 
οποία προκαλούν µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις οι οποίες ρυθµίζουν τον 
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κυτταρικό εντοπισµό, τις αλληλεπιδράσεις µε άλλες  πρωτεΐνες, τη σταθερότητα, τη 
σύνδεση στο DNA, και την ενεργοποίηση των µεταγραφικών παραγόντων που τις 
φέρουν. Ο HIF-1α ως µεταγραφικός παράγοντας ο οποίος εµπλέκεται στην έκφραση  
πλήθους γονιδίων υπόκειται και ο ίδιος σε µια σειρά  µεταµεταφραστικών 
τροποποιήσεων που σαν σκοπό έχουν τη ρύθµιση της λειτουργίας του (Εικ. 8).  
Υδροξυλίωση και Ουβικιτινίωση: Όπως ήδη αναφέρθηκε, η υδροξυλίωση του HIF-
1α από τις προλυλ-υδροξυλάσες είναι το κλειδί για την αποικοδόµηση του HIF-1α σε 
συνθήκες νορµοξίας. Επιπλέον η υδροξυλίωση της ασπαραγίνης 803 καθιστά τον 
HIF-1α µεταγραφικά ανενεργό. Μια άλλη τροποποίηση που επίσης αναφέρθηκε είναι 
η πολυουβικιτινίωση του HIF-1α από το σύµπλεγµα της Ε3 λιγάσης που ως 
αποτέλεσµα έχει την αναγνώριση του HIF-1α από το πρωτεόσωµα και την 
αποικοδόµηση του. Πρόσφατα προτάθηκε πως αυτός δεν είναι ο µοναδικός 
µηχανισµός αποικοδόµησης του HIF-1α. Θεωρείται πως ο HIF-1α µπορεί να 
ουβικιτινιωθεί και από την MDM2 (Murine Double Minute 2) E3 λιγάση η οποία 
πιθανόν προκαλεί την ουβικιτινίωσή του µέσω ενός µηχανισµού που εµπλέκει την 
p53 [72]. 
Σουµοϋλίωση (Sumoylation): Πρόσφατα βρέθηκε πως ο HIF-1α υφίσταται 
σουµοϋλίωση [73]. Ο HIF-1α περιέχει 3 αλληλουχίες για σύνδεση της SUMO 
πρωτεΐνης, στις λυσίνες στις θέσεις 391, 477 και 532. Η σουµοϋλίωση του HIF-1α 
πιστεύεται πως γίνεται από την RanBP2 Ε3 λιγάση η οποία εντοπίζεται στην 
κυτταροπλασµατική πλευρά των πυρηνικών πόρων. Ο ρόλος της σουµοϋλίωσης στον 
HIF-1α δεν έχει ακόµη διευκρινιστεί όµως πιστεύεται πως η τροποποίηση αυτή  δρα 
αρνητικά στην µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 [74].  
Ακετυλίωση: Πρόσφατες µελέτες έδειξαν την αλληλεπίδραση της  ARD-1(ARrest 
Defective-1 protein) µε τον HIF-1α µέσω του συστήµατος των δυο υβριδίων. 
Πιστεύεται πως ο HIF-1α ακετυλιώνεται  από την ARD-1 και µάλιστα η τροποποίηση 
αυτή φαίνεται να µεγιστοποιεί την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τη VHL οδηγώντας 
σε αποτελεσµατικότερη αποικοδόµηση του HIF-1α [75]. Με ανάλυση MALDI-TOF-
MS δείχθηκε πως η ακετυλίωση γίνεται στη λυσίνη που βρίσκεται στη θέση 532 της 
ODD περιοχής. Μετάλλαξη της λυσίνης 532 σε αργινίνη είχε προηγουµένως 
αναφερθεί ότι οδηγεί σε αυξηµένη σταθεροποίηση του HIF-1α [76]. Επίσης 
διατήρηση της ακετυλίωσης µε επίδραση µε βουτυρικό οξύ το οποίο είναι 
αναστολέας των απακετυλασών, οδήγησε σε αυξηµένη αποικοδόµηση του HIF-1α. 
Πρόσφατες όµως µελέτες υποστηρίζουν πως η υπερέκφραση ή η διακοπή της 
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έκφρασης της ARD-1 µε siRNA δεν επηρεάζουν τη σταθερότητα του HIF-1α [77, 
78]. Ένα ακόµη θέµα αντιπαράθεσης είναι αν η ARD-1 ελέγχεται από την υποξία. 
Από τους  Jeong et al [75] υποστηρίζεται πως κατά την υποξία παρατηρείται πολύ 
λιγότερη ακετυλίωση του HIF-1α εξαιτίας της µείωσης του mRNA της ARD-1 ενώ οι 
Bilton et al [77] υποστηρίζουν πως τόσο το mRNA όσο και τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
της ARD-1 δεν ρυθµίζονται από την υποξία. 
S-Νιτροζυλίωση (S-Nitrosation): Το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ) έχει δειχθεί να 
αυξάνει αλλά και να µειώνει τη σταθεροποίηση του HIF-1α και η δράση του φαίνεται 
να εξαρτάται άµεσα τόσο από τη συγκέντρωσή του όσο και από το είδος των 
κυττάρων [56]. Επιπλέον έχει δειχθεί πως ο HIF-1α αποτελεί στόχο νιτροζυλίωσης 
στην κυστεϊνη 800 της αµινοξικής αλληλουχίας του. Πιστεύεται πως η τροποποίηση 
αυτή ενισχύει την αλληλεπίδραση του HIF-1α µε την p300 και έτσι αυξάνεται η 
µεταγραφική ενεργότητα του [79]. 
Φωσφορυλίωση: Η φωσφορυλίωση µεταγραφικών παραγόντων είναι ένας γνωστός 
µηχανισµός ρύθµισης της ενεργότητάς τους [80]. Οι πρώτες ενδείξεις πως ο HIF-1 
είναι στόχος φωσφορυλίωσης δόθηκαν από τους Wang και Semenza [81]. 
Χρησιµοποιώντας πειράµατα αλλαγής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (EMSA) 
έδειξαν πως όταν πυρηνικά εκχυλίσµατα υποξικών κυττάρων Hep3B κατεργάστηκαν 
µε φωσφατάση δεν παρουσίασαν σύνδεση του HIF-1 στο DNA. Επίσης αναστολείς 
κινασών Ser/Thr και κινασών τυροσίνης εµπόδισαν τόσο τη σύνδεση του HIF-1 στο 
DNA όσο και τη σταθεροποίηση του σε υποξικές συνθήκες. Επιπρόσθετα, ο 
αναστολέας των MAP κινασών PD98059 ανέστειλε την ενεργότητα του HIF-1α [82, 
83].  
Η άµεση φωσφορυλίωση του HIF-1α από την p42/44 MAPK αναφέρθηκε από 
διάφορες ερευνητικές οµάδες και φαίνεται να παίζει ρόλο µετά τη σταθεροποίηση της 
πρωτεΐνης τόσο σε νορµοξία όσο και σε υποξία. Με in vitro µελέτες δείχθηκε πως 
πιθανόν το καρβοξυτελικό τµήµα του HIF-1α που αντιστοιχεί στα αµινοξέα 531-826 
είναι αυτό το οποίο φωσφορυλιώνεται από τη ΜΑΡΚ [65] αν και οι ακριβείς θέσεις 
φωσφορυλίωσης δεν είναι γνωστές. Η παρατηρούµενη φωσφορυλίωση του HIF-1α 
από τις MAP κινάσες δεν φαίνεται να επιδρά στη σταθεροποίηση του HIF-1α αλλά 
αυξάνει τη µεταγραφική του ικανότητα [84]. Ένας πιθανός µηχανισµός που εξηγεί 
την αυξηµένη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1 είναι ίσως η αποδοτικότερη 
σύνδεση της φωσφορυλιωµένης µορφής του HIF-1α στον ARNT. Ένα άλλο πιθανό 
σενάριο είναι ότι η φωσφορυλίωση του HIF-1α  ρυθµίζει τη µεταφορά του HIF-1α 
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στον πυρήνα. Έχει επίσης προταθεί πως η φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις MAP 
κινάσες οδηγεί σε αυξηµένη αγχιστεία του µε την p300 µε αποτέλεσµα την αύξηση 
της µεταγραφικής του ενεργοποίησης [84] αν και πρόσφατα δείχθηκε πως η  
φωσφορυλίωση της p300 από την MAP κινάση είναι αυτή η οποία αυξάνει τη 
σύνδεση της p300 στο C-TAD του HIF-1α [85]. Η ίδια µελέτη διευκρινίζει πως το C-
TAD δεν φωσφορυλιώνεται άµεσα και πως η φωσφορυλίωση του HIF-1α γίνεται 
µεταξύ των αµινοξέων 530-744. Υπάρχουν τέλος κάποιες ενδείξεις για 
φωσφορυλίωση της θρεονίνης 796, όµως πιθανόν στη φωσφορυλίωση αυτή να 
ενέχεται η κινάση Casein kinase II-like [86]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 8: Επίδραση των µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων στον ενδοκυτταρικό εντοπισµό και τις 
λειτουργίες του HIF-1α.  Κυτταροπλασµατικός νεοσυντιθέµενος HIF-1α υδροξυλιώνεται σε φυσιολογικές 
συνθήκες οξυγόνου από τις PHD και ακετυλιώνεται από την ARD-1 ακετυλοτρανσφεράση.Οι 
τροποποιήσεις αυτές οδηγούν σε σύνδεση µε το VHL/E3 σύµπλεγµα και στην ουβικιτινίωση και 
αποικοδόµηση του HIF-1α από το πρωτεόσωµα. Ο HIF-1α επιπλέον υδροξυλιώνεται από την FIH-1 µε 
αποτέλεσµα την αναστολή της µεταγραφική του ενεργότητας. Σε συνθήκες υποξίας ο HIF-1α µεταφέρεται 
στον πυρήνα και συνδέεται µε τον ARNT και την CBP/p300 ενεργοποιώντας τη µεταγραφή των γονιδίων 
στόχων του. Η φωσφορυλίωση και η S-νιτροζυλίωση που υφίσταται πιθανόν συνδέονται µε την αύξηση 
της ενεργότητας του HIF-1α [87]. Επιπλέον ο HIF-1α πιθανόν σουµοϋλιώνεται καθώς περνά το 
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σύµπλεγµα των πυρηνικών πόρων µέσω της σύνδεσης του µε την RanBP2 E3 Sumo λιγάση. Η 
σουµοϋλίωση πιθανά δρά µειώνοντας τη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α. 
 
1.3.2.5 Ρύθµιση του HIF-1α από άλλους παράγοντες 
Παράλληλα µε την αρνητική ρύθµιση που υφίσταται ο HIF-1α µέσω 
αποικοδόµησης από το πρωτεόσωµα υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που προκαλούν 
µείωση είτε της ενεργότητας του HIF-1α ή των πρωτεϊνικών του επιπέδων τόσο σε 
φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου όσο και σε υποξία (Πίν. 1). Οι πρωτεϊνικές 
αλληλεπιδράσεις (protein-protein interaction) είναι το βασικό εργαλείο για την άµεση 
ή έµµεση αναστολή του HIF-1α.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 1: Παράγοντες που προκαλούν αρνητική ρύθµιση στο HIF-1α [68]. 
 
CITED 2/CITED 4: Η αλληλεπίδραση της p300 µε τον HIF-1α είναι απαραίτητη για 
τη µεταγραφική ενεργοποίηση του HIF-1. Η CITED 2 είναι µια πρωτεΐνη η οποία 
συνδέεται στην πρωτεΐνη p300 και αναστέλλει την δράση του HIF-1α µειώνοντας τη 
σύνδεση HIF-1α/p300. Η έκφραση της CITED 2 ενεργοποιείται από την υποξία και 
πιθανόν η συγκεκριµένη πρωτεΐνη δρα µε έναν αρνητικό µηχανισµό  ανάδρασης για 
τη ρύθµιση της ενεργότητας του HIF-1α [88]. Πρόσφατα παρατηρήθηκε πως ακόµη 
µια πρωτεΐνη της οικογένειας CITED, η CITED 4 προσδένεται στην p300 
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εµποδίζοντας τη σύνδεση της µε τον HIF-1α [89]. Επιπρόσθετα, µείωση της 
κυτταροπλασµατικής CITED 4 σε καρκινογένεση οδήγησε σε αύξηση των όγκων και 
της αγγειογένεσης τους, υποδεικνύοντας την CITED 4 ως αρνητικό ρυθµιστή του 
HIF-1α [68]. 
p53: Ο ρόλος της ογκοκατασταλτικής p53 πρωτεΐνης στη ρύθµιση του HIF-1α είναι 
πολύπλοκος. Το µοντέλο που έχει προταθεί µέχρι στιγµής υποστηρίζει πως η  
αλληλεπίδραση µεταξύ p53 και HIF-1α  µπορεί να είναι άµεση και έµµεση. Η υποξία 
προκαλεί συσσώρευση της p53 η οποία ανταγωνίζεται µε τον HIF-1α στις θέσεις 
δέσµευσης της p300. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της ενεργότητας του HIF-
1. Σε συνθήκες έντονης υποξίας ή ανοξίας (0% Ο2) τα επίπεδα της p53 αυξάνονται 
περισσότερο [90, 91]. Η p53 αποικοδοµείται στη συνέχεια αλληλεπιδρώντας µε την 
πρωτεΐνη HDM2 η οποία προκαλεί την ουβικιτινίωση της. Πιστεύεται πως η σύνδεση 
p53/ HDM2 οδηγεί και σε αποικοδόµηση του HIF-1α (Εικ. 9) [92]. Τελευταίες 
µελέτες όµως δείχνουν πως η MDM2 του ποντικού (αντίστοιχη της ανθρώπινης 
HDM2) συνδέεται µε τον HIF-1α ανεξάρτητα από την p53 και µάλιστα φαίνεται να 
δρα σαν ρυθµιστής της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α [93]. 
              . 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 9: Προτεινόµενο µοντέλο των αλληλεπιδράσεων του HIF-1α µε την p53. Η υποξική 
ενεργοποίηση του HIF-1 αναστέλλεται όταν η p53 αρχίζει να συσσωρεύεται και να ανταγωνίζεται τις 
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θέσεις σύνδεσης µε την p300. Σε ανοξία η p53 συσσωρεύεται περισσότερο και προκαλεί την 
αποικοδόµηση του HIF-1α µέσω ενός µονοπατιού που δεν ενέχει την VHL-Ε3 λιγάση [92] 
 
Μεταγραφικοί παράγοντες: Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως ο HIF-1α 
αλληλεπιδρά µε διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες όπως ο p300, ο SRC-1 
(steroid receptor coactivator-1) και ο TIF2 (transcription intermediary factor-2) για τη 
δηµιουργία συµπλόκου έναρξης της µεταγραφής των γονιδίων στόχων του HIF-1α. Η 
δράση αυτή ενισχύεται περισσότερο από τη σύνδεση της πρωτεΐνης Ref-1 (REdox 
Factor-1) στον HIF-1α µε τρόπο που εξαρτάται από την οξειδοαναγωγική κατάσταση 
του κυττάρου [94]. Η p300 συνεργάζεται και µε άλλους µεταγραφικούς παράγοντες 
όπως ο HNF-4 για τη µέγιστη δράση του HIF-1α  σε υποξία. Επιπλέον έχει δειχθεί 
πως ο HNF-4 συνδέεται µε τον HIF-1α και την p300 και σε νορµοξία κατά την 
ενεργοποίηση γονιδίων από το µονοπάτι της ΡΙ-3Κ [95].  
Hsp90: Η αντίληψη πως η µοριακή συνοδός πρωτεΐνη Hsp90 είναι ρυθµιστής του 
HIF-1α δηµιουργήθηκε αρχικά από την παρατήρηση πως οι δυο αυτές πρωτεΐνες 
αλληλεπιδρούν in vitro [30]. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε πως η σύνδεση αυτή 
συµβαίνει τόσο σε υποξία όσο και σε νορµοξία [96]. Επίσης αναστολή της δράσης 
της Hsp90 παρεµπόδισε τη συσσώρευση του HIF-1α και τη σύνδεσή του στο DNA σε 
υποξία. Η σύνδεση του HIF-1α µε την Hsp90 θεωρείται ότι αφορά στη ρύθµιση ενός  
µονοπατιού ανεξάρτητου από αυτό του VHL, αφού είναι γνωστό πως αναστολείς της 
Hsp90 προκαλούν ουβικιτινίωση και αποικοδόµηση του HIF-1α σε κύτταρα όπου 
λείπει ο VHL [97]. Πρόσφατα δείχθηκε πως η υπεύθυνη περιοχή του HIF-1α για τη 
σύνδεση του µε την Hsp90 είναι η περιοχή PAS υποδεικνύοντας πως η Hsp90 
ανταγωνίζεται πιθανά µε τον ARNT για τις θέσεις σύνδεσης στον HIF-1α. Το 
µοντέλο λοιπόν που προτάθηκε [98] είναι το εξής: σε υποξία η απενεργοποίηση των 
προλυλ-υδροξυλασών εµποδίζει την αποικοδόµηση του HIF-1α µέσω VHL και η 
Hsp90 η οποία προσδένεται στον συσσωρευµένο  πλέον HIF-1α τον προστατεύει από 
κάθε άλλου είδους µη ειδική αποικοδόµηση. Στη συνέχεια ο ARNT εκτοπίζει την 
Hsp90 από την PAS περιοχή του HIF-1α συνδέεται µαζί του για τη δηµιουργία του 
λειτουργικού HIF-1 συµπλόκου. Είναι λοιπόν πολύ πιθανό η ύπαρξη της Hsp90 και ο 
ανταγωνισµός για την PAS περιοχή να αποτελούν ένα διαφορετικό επίπεδο ρύθµισης 
του HIF-1α. 
ΝΟ: Η επίδραση του ΝΟ στην σταθερότητα και την ενεργοποίηση του HIF-1α δεν 
είναι ξεκάθαρη. Κάποιοι ερευνητές υποστηρίζουν πως το ΝΟ δρά αρνητικά στο HIF-
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1α που επάγεται από την υποξία αλλά όχι στο HIF-1α που επάγεται από παράγοντες 
που µιµούνται την υποξία. Άλλοι υποστηρίζουν πως ο HIF-1α επάγεται από το ΝΟ σε 
συνθήκες νορµοξίας. Προφανώς η φύση και το είδος του δότη ΝΟ που κάθε φορά 
χρησιµοποιείται παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση του HIF-1α [99]. Η 
υπερέκφραση επίσης της συνθάσης του ΝΟ (iNOs) οδηγεί σε συσσώρευση του HIF-1 
µαρτυρώντας ένα πιθανό µηχανισµό θετικής ανάδρασης του ΝΟ καθώς η iNOs 
αποτελεί και γονίδιο στόχο του HIF-1. Περαιτέρω ανάλυση έδειξε πως και η 
συγκέντρωση του ΝΟ καθορίζει το είδος της δράσης του πάνω στο HIF-1α. 
Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε πως υψηλές συγκεντρώσεις ΝΟ (>1µΜ) σταθεροποιούν 
το HIF-1α ανεξάρτητα της συγκέντρωσης οξυγόνου, ενώ χαµηλές συγκεντρώσεις 
(<400nM) οδηγούν σε µείωση των επιπέδων του HIF-1α σε υποξία [100]. Η 
αποσταθεροποίηση αυτή του HIF-1α από το ΝΟ θεωρείται πως γίνεται λόγω της 
αναστολής της µιτοχονδριακής αναπνοής η οποία οδηγεί σε αύξηση της τοπικής 
συγκέντρωσης οξυγόνου η οποία µε τη σειρά της προκαλεί αύξηση της δράσης των 
προλυλ-υδροξυλασών.  
Η σύνοψη των παραπάνω θετικών δράσεων στο HIF-1α απεικονίζεται στον Πιν. 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 2: Παράγοντες που προκαλούν θετική ρύθµιση στο HIF-1α [68]. 
. 
 
 
. 
Υποξία/Μιµητές υποξίας
p300
Hsp90
mTOR
HDM2
ΜΑΡΚ
ΡΙ3Κ/ΑΚΤ
ROS
Θετικοί ρυθµιστές του HIF-1α
ΛειτουργίαΠαράγοντας
Αναστολή των πρόλυλο-υδροξυλασών, σταθεροποίηση του HIF-1α
και µεταγραφική ενεργοποίηση του
Αύξηση της σύνθεσης του HIF-1α
Φωσφορυλίωση του ΗΙF-1α, αύξηση της µεταγραφικής του
ενεργότητας, πιθανή δράση στη σύνθεση του HIF-1α
Η επαγωγή του HIF-1α από αυξητικούς παράγοντες ενέχει την
HDM2, άµεση αλληλεπίδραση µε τον HIF-1α
Κατεργασία µε ραπαµυκίνη (αναστολέας του mTOR) εµποδίζει τη
σταθεροποίηση του HIF-1α
Αλληλεπίδραση µε τον HIF-1α, δηµιουργία συµπλόκου έναρξης
µεταγραφής των γονιδίων στόχων του HIF-1α
Αλληλεπίδραση µε τον HIF-1α, αναστολή της οδηγεί σε µείωση
της δράσης του
∆ηµιουργία ROS οδηγεί σε επαγωγή του HIF-1α
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:48:30 EET - 137.108.70.7
 34
1.4 ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΤΟΥ HIF-1α ΣΤΟΝ ΠΥΡΗΝΑ 
 
1.4.1 Μεταφορά πρωτεϊνών µεταξύ κυτταροπλάσµατος και πυρήνα 
Ο πυρηνικός φάκελος περικλείει το DNA και ορίζει το πυρηνικό διαµέρισµα 
του κυττάρου. Ο πυρηνικός φάκελος αποτελείται από δυο µεµβράνες οι οποίες 
διαπερνώνται από τα σύµπλοκα των πυρηνικών πόρων. Μετακίνηση µορίων προς τη 
διευθύνση του κυτταροπλάσµατος ή του πυρήνα συµβαίνει συνεχώς κατά τη διάρκεια 
της ζωής ενός κυττάρου. Οι πρωτεΐνες οι οποίες δρουν στον πυρήνα όπως οι ιστόνες, 
οι DNA- και RNA-πολυµεράσες και οι µεταγραφικοί παράγοντες εισάγονται 
εκλεκτικά στον πυρήνα από το κυτταρόπλασµα όπου και συντίθενται. Παράλληλα 
tRNA, rRNA και mRNA συνθέτονται στον πυρήνα και εξάγονται προς το 
κυτταρόπλασµα. 
Το σύµπλοκο των πυρηνικών πόρων διαπερνά τον πυρηνικό φάκελο: Ο πυρηνικός 
φάκελος είναι διάτρητος από  ογκώδεις πρωτεϊνικές δοµές που ονοµάζονται 
πυρηνικοί πόροι. Στα ζωικά κύτταρα κάθε πόρος έχει µοριακό βάρος 125 ΜDa και 
αποτελείται από 50 διαφορετικές πρωτεΐνες που ονοµάζονται νουκλεοπορίνες και οι 
οποίες είναι διευθετηµένες µε οκταγωνική συµµετρία. Ο πυρηνικός φάκελος ενός 
τυπικού κυττάρου θηλαστικών περιέχει 3000-4000 πόρους. Τα µικρά µόρια (µέχρι 
5000 daltons) διαχέονται ελεύθερα µέσω των πυρηνικών πόρων µέσω ενός υδατικού 
κυλινδρικού  καναλιού διαµέτρου 9nm. Τα µεγαλύτερου µοριακού βάρους µόρια 
περνούν τους πόρους µε τη βοήθεια ειδικών πρωτεϊνών στις οποίες και προσδένονται. 
Σήµατα πυρηνικού εντοπισµού οδηγούν τις πρωτεΐνες στον πυρήνα: Η 
επιλεκτικότητα της εισόδου πρωτεϊνών στον πυρήνα στηρίζεται στην ύπαρξη των 
σηµάτων πυρηνικού εντοπισµού (NLS). Πρόκειται για αλληλουχίες οι οποίες είναι 
παρούσες µόνο σε πυρηνικές πρωτεΐνες. Τα πρώτα δυο NLS που χαρακτηρίστηκαν 
περιέχουν περιοχές οι οποίες είναι πλούσιες σε θετικά φορτισµένα αµινοξέα. Το 
πρώτο  είναι αυτό του Τ-αντιγόνου του ιού SV40 και αποτελείται από µια αλληλουχία 
5 βασικών αµινοξέων λυσίνης και αργινίνης. Ο δεύτερος τύπος NLS χαρακτηρίστηκε 
στην νουκλεοπλασµίνη του Χenopus. Στο συγκεκριµένο NLS υπάρχουν δυο βασικές 
περιοχές ανάλογες µε αυτές του T-αντιγόνου του SV40 οι οποίες διακόπτονται από 
µια περιοχή 5 έως 20 αµινοξέων. Η πρωτεΐνη hnRNPA1 περιέχει ένα διαφορετικό 
NLS που ονοµάζεται ακολουθία Μ9. Η Μ9 δεν είναι πλούσια σε βασικά αµινοξέα και 
δρα ως σήµα πυρηνικής εισόδου και εξόδου. Υπάρχουν όµως πολλές πυρηνικές 
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πρωτεΐνες που δεν περιέχουν τις παραπάνω χαρακτηρισµένες NLS ακολουθίες. Εκεί 
τα ακριβή σήµατα εισόδου δεν έχουν διευκρινιστεί.  
Υποδοχείς πυρηνικής εισόδου συνδέονται στα NLS και τις νουκλεοπορίνες: Για 
να ξεκινήσει η διαδικασία µεταφοράς πρωτεϊνών στον πυρήνα πρέπει τα NLS να 
αναγνωριστούν από ειδικές πρωτεΐνες υποδοχείς. Οι υποδοχείς αυτοί έχουν την 
ικανότητα να αλληλεπιδρούν µε FG-µοτίβα των νουκλεοπορινών επιτρέποντας έτσι 
το πέρασµα των πρωτεϊνών υποστρωµάτων τους µέσα από το κανάλι των πυρηνικών 
πόρων. Η µεγαλύτερη τάξη των πρωτεινικών υποδοχέων µεταφοράς είναι η 
οικογένεια των ιµπορτινών β (importin β-related proteins). Υπάρχουν 14 γνωστά 
µέλη της οικογένειας στις ζύµες και πάνω από 20 µέλη στα θηλαστικά και 
χαρακτηρίζονται ως ιµπορτίνες (importins) ή εξπορτίνες (exportins) ανάλογα µε το αν 
µεσολαβούν για την είσοδο ή την έξοδο πρωτεϊνών από τον πυρήνα. Στον Πιν. 3 
απεικονίζονται οι γνωστές ιµπορτίνες των θηλαστικών (περίπου 16) καθώς και τα 
χαρακτηρισµένα υποστρώµατα τους. Όλες οι ιµπορτίνες περιέχουν θέσεις σύνδεσης 
για την πρωτεΐνη Ran, έχουν παρόµοια δοµή και όξινο ισοηλεκτρικό σηµείο και το 
µοριακό τους βάρος κυµαίνεται από 90 ως 145 kDa. Έχει βρεθεί πως κάποιες 
ιµπορτίνες µεσολαβούν τόσο για την είσοδο όσο και για την έξοδο πρωτεϊνών π.χ.  η 
ιµπορτίνη 13. Κάθε ιµπορτίνη είναι εξειδικευµένη για τη µεταφορά µιας οµάδας 
πυρηνικών πρωτεϊνών π.χ ριβοσωµικές πρωτεΐνες, ιστόνες κ.α. που µοιράζονται 
δοµικά παρόµοιο NLS. Συχνά κάποιες οµάδες πρωτεϊνών όπως οι ιστόνες Η2Α και 
Η2Β αναγνωρίζονται από περισσότερες από µία διαφορετικές ιµπορτίνες [102]. 
Πολλές φορές οι ιµπορτίνες δεν προσδένονται άµεσα στα υποστρώµατα τους αλλά 
χρειάζονται και κάποιες βοηθητικές πρωτεΐνες που δρούν ως προσαρµογείς 
(adaptors). Μια τέτοια πρωτεΐνη είναι η ιµπορτίνη α. Η ιµπορτίνη α αναγνωρίζει τα 
χαρακτηρισµένα NLS των SV40 και της νουκλεοπλασµίνης ενώ στη συνέχεια 
σχηµατίζει σύµπλοκο µε την ιµπορτίνη β για τη µεταφορά των υποστρωµάτων της 
στον πυρήνα. Ένα άλλο παράδειγµα βοηθητικής πρωτεΐνης είναι η Snurportin 1 η 
οποία αναγνωρίζει το µεθυλιωµένο άκρο των µικρών πυρηνικών RNA (U snRNAs) 
και στη συνέχεια προσδένεται στην ιµπορτίνη β για να εισαχθεί στον πυρήνα [101]. Η 
ιµπορτίνη β συνδέεται όχι µόνο µε τις βοηθητικές πρωτεΐνες adaptors αλλά και µε 
άλλες ιµπορτίνες όπως η ιµπορτίνη 7 για τη µεταφορά της ιστόνης Η1 ή κάποιων 
ριβοσωµικών υποµονάδων. Η ιµπορτίνη 7 µπορεί όµως και µόνη της να εισάγει 
κάποιες ριβοσωµικές πρωτεΐνες όπως οι rpL23a, rpS7 και rpL5 [103]. Επίσης 
υπάρχουν ιµπορτίνες για τις οποίες έχει βρεθεί µέχρι στιγµής ένα υπόστρωµα π.χ. η 
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ιµπορτίνη 4 είναι γνωστό πως εισάγει µόνο την ριβοσωµική υποµονάδα rpS3a [104]. 
Εδώ πρέπει να σηµειωθεί πως οι ακριβείς αλληλουχίες των σηµάτων πυρηνικού 
εντοπισµού που αναγνωρίζονται από τις περισσότερες από τις παραπάνω ιµπορτίνες 
είναι άγνωστες. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 3: Οικογένεια των ιµπορτινών στα θηλαστικά και τα χαρακτηρισµένα υποστρώµατα τους [101]. 
 
Η RanGTPάση είναι το µόριο κλειδί της πυρηνικής µεταφοράς: Η πρωτεΐνη Ran 
βρίσκεται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο και στον πυρήνα των κυττάρων. Όπως όλες 
οι GTPασες η Ran µπορεί να υπάρχει σε δυο µορφές ανάλογα µε το αν δεσµεύει GDP 
ή GTP. Η µετατροπή µεταξύ των δύο µορφών γίνεται από δυο ρυθµιστικές πρωτεΐνες 
την κυτταροπλασµατική πρωτεΐνη RanGAP (GTPase Activating Ρrotein γνωστή και 
ως RnaP1 στις ζύµες), η οποία οδηγεί σε υδρόλυση του GTP και σε µετάπτωση της 
RanGTP µορφής σε RanGDP, και την RanGEF (Guanine Exchange Factor)  ή RCC1 
που οδηγεί στην ανταλλαγή του GDP από GTP. Επειδή η RanGAP εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασµα και η RanGEF στον πυρήνα, το κυτταρόπλασµα περιέχει µόνο τη 
RanGDP µορφή ενώ ο πυρήνας περιέχει τη RanGTP µορφή.  
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Μετά τη µεταφορά του συµπλόκου ιµπορτίνης-υποστρώµατος στον πυρήνα η  
RanGTP µορφή δεσµεύεται στις ιµπορτίνες προκαλώντας αποσύνδεση του 
συµπλόκου ιµπορτίνη-υποστρώµατος Τα σύµπλοκα των ιµπορτινών µε το RanGTP 
επιστρέφουν στο κυτταρόπλασµα. Εκεί, µε τη βοήθεια της RBP (Ran Binding 
Protein) και της RanGAP, η Ran µεταπίπτει στη RanGDP µορφή της και 
αποσυνδέεται από την ιµπορτίνη η οποία στη συνέχεια µένει ελεύθερη για να 
εκτελέσει ένα νέο κύκλο εισόδου (Εικ. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 10:  Μηχανισµός µετακίνησης πρωτεϊνών µέσω ιµπορτινών και Ran στον πυρήνα. 
 
Ρύθµιση της εισόδου στον πυρήνα µέσω µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων: Η 
ρύθµιση της πυρηνικής µεταφοράς είναι ιδιαίτερα σηµαντική για το κύτταρο. 
Υπάρχουν πρωτεΐνες οι οποίες πρέπει να µεταφερθούν άµεσα στον πυρήνα µετά τη 
σύνθεση τους στο κυτταρόπλασµα. Αντίθετα όλα τα είδη του RNA πρέπει να 
εξαχθούν από τον πυρήνα για να συµµετάσχουν στην µετάφραση των πρωτεϊνών 
µόνο και εφόσον έχει ολοκληρωθεί πλήρως η ωρίµανση τους στον πυρήνα. Επιπλέον 
κάποιοι µεταγραφικοί παράγοντες πρέπει να εισαχθούν στον πυρήνα και να 
συνδεθούν στο DNA επάγοντας τα γονίδια στόχους τους µόνο τη χρονική στιγµή που 
Υπόστρωµα
Ιµπορτίνη α
Ιµπορτίνη β
Ιµπορτίνη β
Κυτταρόπλασµα
Πυρήνας
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:48:30 EET - 137.108.70.7
 38
τα γονίδια αυτά είναι αναγκαία για το κύτταρο π.χ. µετά από στρες ή επίδραση 
αυξητικών παραγόντων, ορµονών κ.λ.π. Για το σκοπό αυτό τα κύτταρα έχουν 
αναπτύξει µια σειρά µηχανισµών ρύθµισης της πυρηνικής µεταφοράς πρωτεϊνών. Οι 
κύριοι µηχανισµοί ρύθµισης είναι η τροποποίηση της πυρηνικής πρωτεΐνης 
υποστρώµατος έτσι ώστε να ελέγχεται η πρόσδεσή της στην αντίστοιχη ιµπορτίνη ή 
εξπορτίνη της, η δηµιουργία αδιάλυτου συµπλόκου ιµπορτίνης-υποστρώµατος ώστε 
να µην µπορεί να περάσει από τα NPC και η τροποποίηση των ίδιων των NPC [105]. 
 Ο ελέγχος της πυρηνικής εισόδου των µεταγραφικών παραγόντων γίνεται 
κυρίως µέσω µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων. Για παράδειγµα ο µεταγραφικός 
παράγοντας NF-kB εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα σε σύµπλοκο µε τον αναστολέα 
του ΙκΒ ο οποίος καλύπτει το NLS του NF-kB µη επιτρέποντας την είσοδο του στον 
πυρήνα. Μετά τη δράση του TNF-α µέσω µεµβρανικών υποδοχέων ο IkB 
φωσφορυλιώνεται και αποδεσµεύεται απο το σύµπλοκο αποκαλύπτοντας το NLS του 
NF-kB και επιτρέποντας την είσοδο του στον πυρήνα για την ενεργοποίηση 
αποπτωτικών γονιδίων [105]. Υπάρχει όµως και η περίπτωση η είσοδος στον πυρήνα 
να απαιτεί αποφωσφορυλίωση του µεταγραφικού παράγοντα όπως συµβαίνει µε τον 
ΝF-AT. Ο NF-AT διατηρείται στο κυτταρόπλασµα όταν βρίσκεται σε 
φωσφορυλιωµένη µορφή. Κατά την αύξηση των επιπέδων Ca+2 ο NF-AT 
αποφωσφορυλιώνεται. Η τροποποίηση αυτή οδηγεί σε αποκάλυψη του NLS και σε 
είσοδο του παράγοντα στον πυρήνα για την επαγωγή γονιδίων κυτοκινών [106]. 
Εκτός από τα παραπάνω παραδείγµατα υπάρχουν και άλλες περιπτώσεις κατά τις 
οποίες σουµοϋλιώσεις, ακετυλιώσεις και αλλαγές στερεοδιαµόρφωσης οδηγούν σε 
µεταφορά πρωτεϊνών στον πυρήνα [105]. 
 
1.4.2 Μεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα 
Όπως αναφέρθηκε παραπάνω για την ενεργοποίηση του HIF-1 απαιτείται  η 
εισαγωγή του HIF-1α στον πυρήνα και ο διµερισµός του µε τον ΑRNT. Πειράµατα 
ανοσοκυτταροχηµείας έδειξαν πως ο HIF-1α εντοπίζεται στον πυρήνα υποξικών 
κυττάρων [107]. Πιστεύεται πως η είσοδος του HIF-1α στον πυρήνα αποτελεί ένα 
στάδιο ελέγχου του HIF-1α από την υποξία. Σε µελέτες όπου χρησιµοποιήθηκαν 
επιµολυσµένα κύτταρα τα οποία εξέφραζαν χιµαιρικές πρωτεΐνες GFP-HIF-1α (GFP: 
Green Fluorescence Protein) έδειξαν πως η υποξία εκτός από σταθεροποίηση του 
HIF-1α προκαλεί επίσης την ενεργή µεταφορά του στο εσωτερικό του πυρήνα, 
λειτουργία η οποία είναι ανεξάρτητη από τη σταθεροποίηση [18]. Παρόλα αυτά 
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υπάρχει και η αντίθετη άποψη που υποστηρίζει πως η είσοδος του HIF-1α στον 
πυρήνα είναι συνεχής και ανεξάρτητη τόσο από την ύπαρξη του VHL όσο και από 
την συγκέντρωση του οξυγόνου στο κύτταρο [108]. 
Οι µελέτες των Kallio et al [18] οδήγησαν στην ταυτοποίηση δυο NLS στο 
εσωτερικό της πρωτεΐνης, ένα στο αµινοτελικό άκρο (αµινοξέα 17-33) το οποίο είναι 
δοµικά όµοιο µε αυτό της νουκλεοπλασµίνης και ένα στο καρβοξυτελικό άκρο 
(αµινοξέα 719-723) το οποίο είναι ανάλογο µε αυτό του SV40 (Εικ. 11). Το 
αµινοτελικό NLS θεωρείται ότι καταστέλλεται από την PAS B περιοχή του HIF-1α 
ενώ το καρβοξυτελικό NLS είναι πιθανώς απενεργοποιηµένο σε νορµοξικά κύτταρα. 
Μολαταύτα, οι Luo et al [109] υποστηρίζουν πως η υποξία δεν είναι απαραίτητη για 
την είσοδο του HIF-1α στον πυρήνα αλλά η σταθεροποίηση του είναι αρκετή για τη 
µεταφορά της πρωτεΐνης. Επίσης θεωρούν πως το καρβοξυτελικό NLS αποτελείται 
από δύο περιοχές βασικών αµινοξέων (719-723 και 754-757) και όχι από µία [18] και 
µάλιστα τα ενδιάµεσα αµινοξέα (724-753) από τις δυο αυτές βασικές περιοχές είναι 
απαραίτητα για τη λειτουργία του NLS (Εικ. 11). Αν και έχουν χαρακτηριστεί τα δύο 
NLS στον HIF-1α δεν έχει µέχρι στιγµής βρεθεί αλληλεπίδραση του HIF-1α µε τις 
ιµπορτίνες α και β οι οποίες είναι γνωστό ότι αναγνωρίζουν NLS αυτού του τύπου. 
    Τα ερωτήµατα που συνεχίζουν να υπάρχουν είναι αρκετά, όπως αν και πως η 
υποξία ενεργοποιεί την είσοδο του HIF-1α στον πυρήνα, ποια είναι η υπεύθυνη 
ιµπορτίνη που οδηγεί τον HIF-1α στους πυρηνικούς πόρους και στη συνέχεια στο 
εσωτερικό του πυρήνα και επίσης πώς επηρεάζουν οι αλληλεπιδράσεις του HIF-1α µε 
άλλες πρωτεΐνες (όπως ο ΑRNT)  ή οι µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις του (όπως η 
φωσφορυλίωση) την αναγνώριση του από τους µηχανισµούς πυρηνο-
κυτταροπλασµατικής µεταφοράς του κυττάρου. 
 
 
   
 
 
 
 
 
Εικόνα 11: Ανάλυση της αλληλουχίας του ανθρώπινου HIF-1α έδειξε την ύπαρξη δυο πιθανών NLS. Το 
αµινοτελικό NLS δείχνει οµολογία µε το κλασικό διµερές NLS της νουκλεοπλασµίνης [18] ενώ το 
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καρβοξυτελικό NLS βρέθηκε πως αποτελείται από δύο περιοχές βασικών αµινοξέων (719-723 και 754-
757) [109].Η περιοχή των αµινοξέων 719-723 µοιάζει µε το χαρακτηρισµένο NLS του SV40.  
 
1.5 ΚΛΙΝΙΚΗ ΣΗΜΑΣΙΑ ΤΟΥ HIF-1α 
1.5.1 ΗΙF-1α και καρκίνος 
Η υποξία αποτελεί κοινό χαρακτηριστικό των αυξανόµενων όγκων και των 
µεταστάσεων που προκαλούν. Η υποξία δηµιουργείται ως επί το πλείστον εξαιτίας 
της µη επαρκούς αιµάτωσης του όγκου και συµβαίνει από τα αρχικά στάδια της 
αύξησης του όταν η διάµετρος του φτάσει τα λίγα χιλιοστά [110]. Αφού η υποξία 
είναι το κύριο ερέθισµα για την επαγωγή του HIF-1α  δεν είναι παράξενο που ο HIF-
1α βρίσκεται σε αυξηµένα επίπεδα στα περισσότερα είδη όγκων. Παρόλα αυτά η 
υποξία δεν είναι το µόνο ερέθισµα που σταθεροποιεί και ενεργοποιεί τον HIF-1α 
στους όγκους (Εικ. 12). Γενετικές µεταβολές σε ογκογονίδια ή ογκοκατασταλτικά 
γονίδια που συµβαίνουν στα καρκινικά κύτταρα  έχουν σαν αποτέλεσµα την επαγωγή 
του HIF-1α. Συγκεκριµένα, µεταλλάξεις που προκαλούν την ενεργοποίηση 
ογκογονιδίων όπως τα HER2, FRAP, HRAS και CSRC ή την καταστολή 
ογκοκατασταλτικών γονιδίων όπως τα VHL, PTEN και το p53 έχουν αναφερθεί πως 
σχετίζονται µε υπερέκφραση του HIF-1α σε αρκετά είδη καρκίνων [111].  Επιπλέον 
διάφοροι αυξητικοί παράγοντες ή κυτοκίνες όπως η ινσουλίνη, ο IGF (Insuline-like 
Growth Factor), o EGF (Epidermal Growth Factor) και η ιντερλευκίνη που 
παράγονται σε καρκινικά κύτταρα φαίνεται να επάγουν τον HIF-1α µε µηχανισµούς 
που ήδη αναφέρθηκαν. Τέλος οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) οι οποίες εµπλέκονται 
στην εξέλιξη του καρκίνου θεωρείται πως µπορούν αφενός να σταθεροποιούν το HIF-
1α και αφετέρου να επάγουν τη µεταγραφική ενεργότητα του. Ένα τέτοιο παράδειγµα 
αποτελεί η  επαγωγή του HIF-1α που παρατηρείται σε καρκινικά γαστρικά κύτταρα 
και φαίνεται να σχετίζεται άµεσα µε την ενεργοποίηση των ROS [112].  
Ένα πλήθος βιβλιογραφικών αναφορών υποδεικνύει πως ο HIF-1α  συµβάλλει 
θετικά στην εξέλιξη του όγκου και σε επικείµενη µετάσταση του. Ο HIF-1α επάγει 
µέσω του VEGF την αγγειογένεση στους όγκους, η οποία είναι απαραίτητη για την 
αιµάτωση τους και την περαιτέρω αύξηση τους [113]. Επιπλέον η επαγωγή του 
αναερόβιου µεταβολισµού από τον HIF-1α στα καρκινικά κύτταρα του όγκου 
επιτρέπει την διατήρηση της ενεργειακής οµοιοστασίας τους και την προσαρµογή 
τους στο υποξικό περιβάλλον. Ένα σηµαντικό εύρηµα είναι πως ο HIF-1α σχετίζεται 
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µε την επιθετικότητα των καρκινικών κυττάρων σε διάφορους τύπους καρκίνων και 
την ανθεκτικότητα τους σε χηµειοθεραπεία. Η υπερέκφραση του HIF-1α συνδέεται 
µε αυξηµένη θνησιµότητα ασθενών µε καρκίνο του τραχήλου της µήτρας και καρκίνο 
του µαστού σε αρχικά στάδια. Ασθενείς µε καρκίνο του πλακώδους επιθηλίου του 
φάρυγγα των οποίων οι όγκοι εκφράζουν υψηλά ποσοστά HIF-1α εµφανίζουν µεγάλη 
πιθανότητα αποτυχίας σε ακτινοθεραπεία [114]. Ο ρόλος του HIF-1α στην εξέλιξη 
του καρκίνου απεικονίζεται στην Εικ. 12. Παρόλα αυτά υπάρχει µια αναφορά που 
υποστηρίζει πως σε µη µικροκυτταρικό καρκίνωµα του πνεύµονα η υπερέκφραση του 
HIF-1α σχετίζεται µε απόπτωση του όγκου και επιβίωση των ασθενών [115].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 12: Ο ρόλος του HIF-1α στην ανάπτυξη των όγκων. Ο HIF-1α υπερεκφράζεται σε όγκους λόγω  
υποξίας ή από µη υποξικά ερεθίσµατα και ρυθµίζει µε τη σειρά του την έκφραση γονιδίων µε αποτέλεσµα 
την αύξηση των όγκων, τη µετάσταση και την αυξηµένη αντίσταση τους σε αντικαρκινικές θεραπείες 
[112].  
 
Αφού η έκφραση του HIF-1α και η ενεργοποίησή του έχει κεντρικό ρόλο  
στην ανάπτυξη και εξάπλωση του καρκίνου η αναστολή του αποτελεί πιθανό 
αντικαρκινικό στόχο. Εκτός από τους παράγοντες που προκαλούν αναστολή του HIF-
1α και αναφέρονται στον Πιν. 1 υπάρχουν και άλλες χηµικές  ουσίες οι οποίες έχει 
δειχθεί πως τον αναστέλλουν µε γνωστό ή άγνωστο µέχρι στιγµής µηχανισµό και 
αποτελούν υποψήφιους για την ανάπτυξη αντικαρκινικών φαρµάκων. Οι ουσίες αυτές 
οι οποίες αναφέρονται αναλυτικά στον Πιν. 4 µπορούν να διαχωριστούν σε δύο 
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κατηγορίες: σε αυτές που αναστέλλουν γνωστά µονοπάτια που ελέγχουν τον HIF-1α 
και σε αυτές που προκαλούν αναστολή του HIF-1α αλλά δεν σχετίζονται µε τη δράση 
του. Στην πρώτη κατηγορία βρίσκονται γνωστοί αναστολείς σηµατοδοτικών 
µονοπατιών όπως το LY294002, η ραπαµυκίνη (αναστολείς του PI-3K µονοπατιού) 
και το PD98059 (αναστολέας των ΜΑΡΚ). Θεωρείται πως οι ουσίες αυτές 
αναστέλλουν τον HIF-1α δρώντας στα µονοπάτια που επάγουν τη σύνθεση του.  
Αναστολή του HIF-1α µπορεί επίσης να γίνει µε αναστολή της µεταγραφικής του 
ενεργότητας από την ουσία κινοκαρµικίνη. Επιπλέον αναστολή της δράσης δύο 
πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α, της Hsp90 ή της θυρεοδοξίνης έχει 
βρεθεί πως οδηγεί σε επικείµενη αναστολή της δράσης του HIF-1α.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 4: Γνωστοί χηµικοί αναστολείς του HIF-1 και HIF-2  και αντίστοιχοι στόχοι τους [117].  
 
Πρόσφατα βρέθηκε πως δύο άλλες ουσίες µπορούν να αναστείλουν την 
σταθερότητα και τη µεταγραφική ενεργότητα του ΗΙF-1α. Η πρώτη ουσία είναι η 2-
ΜΕ2 (2-µεθυλοξυ-οιστραδιόλη)  η οποία είναι ένα φυσικό παράγωγο της 
οιστραδιόλης και φαίνεται να έχει αντι-αγγειακή δράση. Μια πρόσφατη µελέτη έδειξε 
πως η 2-ΜΕ2 αναστέλλει τον HIF-1α σε µεταµεταφραστικό επίπεδο [116]. 
Πιστεύεται πως η αναστολή του  ΗΙF-1 γίνεται εξαιτίας του αποπολυµερισµού των 
µικροσωληνίσκων δείχνοντας πως ο κυτταροσκελετός είναι αρκετά σηµαντικός για 
τη δράση του HIF-1α. Μολαταύτα στην ίδια µελέτη αναφέρεται πως παράγοντες 
όπως η ταξόλη και η βινκριστίνη οι οποίες είναι γνωστό πως σταθεροποιούν τους 
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µικροσωληνίσκους οδηγούν επίσης σε αναστολή του HIF-1α. Απαιτούνται λοιπόν 
αρκετές µελέτες για την κατανόηση του ρόλου των µικροσωληνίσκων στη δράση του 
HIF-1α. Η δεύτερη ουσία που προκαλεί αναστολή είναι η YC-1 η οποία είναι 
ενεργοποιητής της γουανυλικής κυκλάσης. Κατεργασία καρκινικών κυττάρων µε YC-
1 οδηγεί σε καθυστερηµένη αύξηση των όγκων και απώλεια του HIF-1α αλλά η 
δράση του στο HIF-1α δεν είναι ξεκάθαρη.  
 
1.5.2 HIF-1α και καρδιοαγγειακές παθήσεις 
Ο HIF-1α εµπλέκεται άµεσα στην αγγειογένεση, αγγειοδιαστολή και 
γενικότερα στη λειτουργία του καρδιοαγγειακού συστήµατος. Είναι γνωστό πως ο 
HIF-1α επάγεται σε ιστούς µετά από ισχαιµικά επεισόδια [118, 119]. Σε δείγµατα 
βιοψίας από ανθρώπινο µυοκάρδιο σε ισχαιµία έχουν ανιχνευθεί µε ανοσοιστοχηµεία 
τόσο VEGF όσο και HIF-1α.  Πιστεύεται πως η επαγωγή του HIF-1α οδηγεί σε 
µεταγραφή του γονιδίου του VEGF για την άµεση δηµιουργία νέων αγγείων και την 
επικείµενη προσαρµογή του µυοκαρδίου στην ισχαιµία. Πρόσφατα δείχθηκε πως ο 
HIF-1α ενεργοποιείται σε καρδιακά κύτταρα και σε µη ισχαιµικό µυοκάρδιο µέσω 
του µονοπατιού της PI-3K εξαιτίας µηχανικού στρες των αγγειακών τοιχωµάτων 
[120]. Εκτός από την επίδραση του HIF-1α στην καρδιά η υποξία φαίνεται πως 
επάγει αναδόµηση του αγγειακού συστήµατος στον πνεύµονα [10]. Ο πολύπλοκος 
ρόλος του HIF-1α στην αγγειακή αναδόµηση και αναδιοργάνωση εµφανίζεται 
σχηµατικά στην Εικ. 13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 13: Συµβολή του HIF-1α στην αναδόµηση του καρδιοαγγειακού συστήµατος. Η έκφραση του  
HIF-1α αυξάνεται στο µυοκάρδιο και στα λεία µυϊκά κύτταρα αρτηριών από την υποξία και από 
µηχανικό στρες επάγοντας τον VEGF και την αγγειογένεση. Ο HIF-1α επίσης επιδρά στη µυϊκή 
υπερτροφία και στη στένωση των αρτηριών [10]. 
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1.5.3 ΗΙF-1α και λεία µυϊκά κύτταρα (ΛΜΚ) του αναπνευστικού 
1.5.3.1 Επίδραση της υποξίας στο αναπνευστικό 
Η διατήρηση της οµοιοστασίας του οξυγόνου από τον οργανισµό είναι 
αναγκαία για την επιβίωση του. Το άνω αναπνευστικό εξυπηρετεί τη µεταφορά 
οξυγόνου στον οργανισµό και αποτελεί σηµαντικό σηµείο για τη ρύθµιση της 
ποσότητας του οξυγόνου που φτάνει στους πνεύµονες και µεταφέρεται στα διάφορα 
όργανα. Για να επιτευχθεί η ισορροπία µεταξύ αερισµού και αιµάτωσης το 
αναπνευστικό σύστηµα έχει αναπτύξει διάφορους φυσιολογικούς µηχανισµούς για να 
διορθώνει τυχόν µεταβολές της συγκέντρωσης του οξυγόνου.  
Συγκεκριµένα είναι γνωστό πως σε οξεία υποξία προκαλείται σύσπαση της 
πνευµονικής αρτηρίας και αύξηση της αρτηριακής πίεσης η οποία συνοδεύεται από 
αναδιανοµή της ροής του αίµατος από τη βάση στην κορυφή των πνευµόνων [121]. Η 
χρόνια υποξία η οποία προκαλείται σε διάφορες παθολογικές καταστάσεις όπως 
άσθµα και κυστική ίνωση ή εµφανίζεται σε κατοίκους περιοχών µε υψηλό υψόµετρο 
έχει ως αποτέλεσµα την ανακατασκευή της πνευµονικής αρτηρίας και χρόνια 
υπέρταση [122, 123]. Επιπλέον µελέτες σε ποντίκια τα οποία εκτέθηκαν για 3 
βδοµάδες σε υποξία (10% Ο2) έδειξαν την πάχυνση του εσωτερικού τοιχώµατος των 
µικρών αρτηριών της πνευµονικής κυκλοφορίας και πνευµονική υπέρταση. Κατά την 
διαδικασία της πνευµονικής υπέρτασης ένα πλήθος κυτοκινών όπως η ενδοθηλίνη I, η 
αγγειοτενσίνη II, ο PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) και η θροµβίνη επάγονται 
πιθανόν µέσω του HIF-1α και προκαλούν µε τη σειρά τους συστολή και 
πολλαπλασιασµό των αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων των µικρών πνευµονικών 
αρτηριών [51, 10].   
Ειδικότερα, η υποξία θεωρείται πως προκαλεί εκπόλωση της µεµβράνης των 
κυττάρων αυτών εξαιτίας της µείωσης της ενεργότητας των τασεοεξαρτώµενων 
καναλιών K+ και στη συνέχεια αύξηση του Ca+2 η οποία έχει ως αποτέλεσµα την 
συστολή και την υπερτροφία των πνευµονικών αγγειακών λείων µυϊκών κυττάρων 
[124]. Επιπρόσθετα φαίνεται πως η υποξία έχει άµεση επίδραση και στον 
πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών κυττάρων. Συγκεκριµένα ήπια υποξία επάγει τον 
πολλαπλασιασµό των λείων µυϊκών κυττάρων ενώ έντονη υποξία αναστέλλει τον 
πολλαπλασιασµό [125]. 
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1.5.3.2 Τα ΛΜΚ αεραγωγών και ο HIF-1α 
Ο HIF-1α επάγεται σε καλλιέργειες λείων µυϊκών κυττάρων αορτής από την 
υποξία ενώ φαίνεται πως σε καλλιέργειες λείων µυϊκών κυττάρων από πνευµονική 
αρτηρία εκφράζεται και σε µη υποξικές συνθήκες [121]. Επιπλέον υπάρχουν 
αναφορές για επαγωγή του HIF-1α από αγγειοτενσίνη, θροµβίνη, FGF2 και PDGF σε 
αγγειακά λεία µυϊκά κύτταρα [51]. Συγκεκριµένα στην επαγωγή του HIF-1α από 
αγγειοτενσίνη φαίνεται να εµπλέκεται το µονοπάτι της PI-3K  αλλά και η αύξηση της 
µεταγραφής του γονιδίου του ΗΙF-1α µέσω ενεργοποίησης της PKC [57]. Τέλος στην 
περίπτωση της θροµβίνης θεωρείται πως ενεργοποιείται η NADPH οξειδάση η οποία 
δηµιουργεί ROS και τα οποία σταθεροποιούν το HIF-1α πιθανόν µέσω κάποιων 
κινασών όπως η p38 και η Αkt. Σε αντίθεση µε τα ΛΜΚ των αγγείων πολύ λίγα είναι 
γνωστά για την έκφραση του HIF-1α σε ΛΜΚ αεραγωγών και την επίδραση του στη 
φυσιολογία τους.  
Η σύσπαση των λείων µυϊκών κυττάρων των αεραγωγών (ΛΜΚΑ) σχετίζεται 
κυρίως µε παθολογικές καταστάσεις, όπως το άσθµα όπου εµφανίζεται στένωµα των 
αεραγωγών το οποίο προκαλεί δυσκολία της αναπνοής. Γενικά είναι γνωστό πως τα 
λεία µυϊκά κύτταρα εκτελούν αρκετές λειτουργίες εκτός της συστολής όπως η 
µετανάστευση, ο πολλαπλασιασµός, η σύνθεση συστατικών της εξωκυττάριας  
ουσίας και η έκκριση  αυξητικών παραγόντων και κυτοκινών. Για να επιτελέσουν τις 
λειτουργίες αυτές τα συγκεκριµένα κύτταρα εµφανίζουν µεγάλη πλαστικότητα καθώς 
και ικανότητα διαφοροποίησης [126] (Εικ. 14). Η φαινοτυπική πλαστικότητα των 
λείων µυϊκών κυττάρων παρατηρήθηκε αρχικά σε πρωτογενείς καλλιέργειες. Όταν 
λεία µυϊκά κύτταρα καλλιεργήθηκαν υπό την παρουσία ορού εµφάνισαν ένα 
φαινότυπο µε κύρια χαρακτηριστικά την αύξηση του πολλαπλασιασµού και την 
απώλεια της συσταλτής λειτουργίας τους και των συσχετιζόµενων µε τη συστολή 
πρωτεϊνών. Όταν από τις καλλιέργειες αυτές αφαιρέθηκε ο ορός τότε τα κύτταρα 
άλλαξαν µορφολογικά αυξάνοντας τα µυοινίδια τους και τις συσταλτές πρωτεΐνες. 
[127, 128]. 
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Εικόνα 14: Σχηµατική αναπαράσταση της διαφοροποίησης των λείων µυϊκών κυττάρων. Κατά την 
ωρίµανση τους τα ΛΜΚ παίρνουν το συσταλτό τους φαινότυπο ενώ κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες 
µεταπίπτουν στον συνθετικό τους φαινότυπο χάνοντας την ικανότητα συστολής. Τα κύτταρα του 
συσταλτού φαινοτύπου διαφοροποιούνται περαιτέρω µηχανικά αυξάνοντας το µέγεθος τους και  
οργανώνοντας τον κυτταροσκελετό τους [126]. 
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ 
 
Ο HIF-1 (Επαγόµενος από την υποξία παράγοντας-1) είναι ο κύριος 
µεταγραφικός ενεργοποιητής και ο παράγοντας κλειδί της κυτταρικής απόκρισης 
στην µειωµένη διαθεσιµότητα του οξυγόνου (υποξία). Η ρύθµιση του HIF-1α, της 
µίας από τις δύο υποµονάδες του HIF-1 συµβαίνει σε πολλαπλά επίπεδα όπως στη 
σύνθεση ή τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης, στην αλληλεπίδραση µε άλλες 
πρωτεΐνες στην µεταµεταγραφική ενεργοποίηση της κ.α. Οι µοριακοί µηχανισµοί της 
ενεργοποίησης του HIF-1α άρχισαν µόλις πρόσφατα να µελετώνται διεξοδικά και 
αποτέλεσαν το βασικό αντικείµενο µελέτης της συγκεκριµένης διδακτορικής 
διατριβής. 
Ένας πρώτος στόχος της διατριβής ήταν η µελέτη του ρόλου του HIF-1α στη 
φυσιολογία των κυττάρων του αναπνευστικού συστήµατος χρησιµοποιώντας 
πρωτογενείς καλλιέργειες λείων µυϊκών κυττάρων τραχείας κουνελιού. Το 
συγκεκριµένο σύστηµα κυττάρων δεν έχει µελετηθεί στη διεθνή βιβλιογραφία όσον 
αφορά στην απόκριση του στην υποξία ή σε παράγοντες όπως το κοβάλτιο και ο 
ορός, που είναι γνωστοί επαγωγείς του HIF-1α σε άλλους τύπους κυττάρων. Για το 
σκοπό αυτό διερευνήθηκε λεπτοµερειακά ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α και τα 
κυτταρικά µονοπάτια που εµπλέκονται σε αυτήν. 
Ο δεύτερος στόχος ήταν η µελέτη της λειτουργίας του HIF-1α σε µοριακό 
επίπεδο. Για το σκοπό αυτό αρχικά επιχειρήθηκε η παραγωγή ανθρώπινου HIF-1α σε 
βακτήρια, ο οποίος στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο της δράσης του 
όσον αφορά στον ετεροδιµερισµό του µε τον ARNT και τη σύνδεση τους στο DNA. 
Με τη χρήση του µη τροποποιηµένου βακτηριακού HIF-1α κατέστη επίσης δυνατή η 
διερεύνηση της φωσφορυλίωσης του από την p42 MAPK και η µελέτη του 
µηχανισµού µεταφοράς του στον πυρήνα. 
 Η διεξοδική ανάλυση των πολύπλοκων µοριακών µηχανισµών που οδηγούν 
στην ενεργοποίηση του HIF-1α, είτε in vivo είτε in vitro, είναι θεµελιώδους σηµασίας 
και έχει ως στόχο όχι µόνο την παραγωγή νέας γνώσης σχετικά µε βασικές 
κυτταρικές λειτουργίες αλλά και την κατανόηση και αντιµετώπιση πολλών 
ανθρωπίνων ασθενειών στις οποίες εµπλέκεται ο HIF-1α.  
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2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
2.1 ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙ∆ΙΑΚΟΥΣ ΦΟΡΕΙΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ  
 
Τα πλασµίδια είναι µικρά, κυκλικά, δίκλωνα µόρια DNA που µπορούν να 
αναπτύσσονται ηµιαυτόνοµα σε βακτήρια και φέρουν γονίδια που προσδίδουν 
αντίσταση σε αντιβιοτικά. Η κλωνοποίηση DNA σε πλασµιδιακούς φορείς βασίζεται 
στην ικανότητα του πλασµιδιακού DNA να διασπάται σε συγκεκριµένες θέσεις µετά 
από πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού και να συνδέεται µε ένα ξένο τµήµα DNA 
που έχει υποστεί την ίδια κατεργασία. Το πλασµιδιακό DNA καθώς και το ξένο 
τµήµα DNA που έχουν κατεργαστεί µε τα ίδια ένζυµα περιορισµού µπορούν να 
επανακυκλοποιηθούν συνδεόµενα οµοιοπολικά στα άκρα τους µέσω της δράσης της 
λιγάσης του DNA. Το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο µπορεί να εισαχθεί σε κύτταρα τα 
οποία στη συνέχεια αναπτύσσονται παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών τα οποία  
επιτρέπουν την επιλογή των ανασυνδυασµένων κυττάρων έναντι των κυττάρων που 
δεν περιέχουν το πλασµίδιο [129].  
2.1.1 Πλασµίδια και βακτηριακά στελέχη 
Για την κλωνοποίηση και in vitro έκφραση διαφόρων πρωτεϊνών 
χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω πλασµίδια: 
2.1.1.1 Κενοί φορείς κλωνοποίησης 
-pQE60 (Qiagen). Το χαρακτηριστικό του είναι ότι  περιέχει τµήµα DNA που 
κωδικοποιεί για επίτοπο 6 ιστιδινών στην 3΄ περιοχή της θέσης  ΜCS (multiple 
cloning site) (Εικ. 15Α). 
-zzpQE60 [130]. Είναι ένα παράγωγο του pQE60 µε τη διαφορά ότι µπροστά από το 
MCS κωδικοποιεί για 2 περιοχές σύνδεσης µε την IgG που προέρχονται από την 
Protein Α του S.aureus (Εικ. 15Β). 
-pQE80 (Qiagen). Η διαφορά αυτού του πλασµιδίου από το  pQE60 είναι ότι 
κωδικοποιεί για τον επίτοπο των 6 ιστιδινών στην 5΄ περιοχή του  ΜCS (Εικ. 15Γ). 
-H10GFP (παράγωγο του pQE80). Το τροποποιηµένο αυτό πλασµίδιο κωδικοποιεί  
για επίτοπο 10 ιστιδινών και για τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP (Εικ. 15∆), τα οποία 
βρίσκονται στην 5΄ περιοχή του ΜCS (χορηγήθηκε από το εργαστήριο του 
Dr.Görlich, ΖΜΒΗ, Χαϊδελβέργη).  
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-pGEX-4T-1-Tev (Amersham Pharmacia). Το πλασµίδιο αυτό περιέχει την περιοχή 
κωδικοποίησης της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) στην 5΄ περιοχή του 
ΜCS (Εικ. 15Ε). 
-pEGFP (Clontech). Ο συγκεκριµένος φορέας δίνει τη δυνατότητα έκφρασης της 
κλωνοποιηµένης πρωτεΐνης σε ευκαρυωτικά κύτταρα λόγω του ευκαρυωτικού 
επαγωγέα CMV που περιέχει. Επίσης περιέχει τη φθορίζουσα GFP πρωτεΐνη στην 5΄ 
περιοχή του MCS (Εικ. 15Ζ).   
-pET24d-GST-Tev (παραχωρήθηκε από το εργαστήριο του Dr Hurt [131]. Η 
συγκεκριµένη κατασκευή προήλθε από το pET24d της Novagen µε κλωνοποίηση της 
περιοχής κωδικοποίησης της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης και της περιοχής 
αναγνώρισης από την Tev πρωτεάση στο συγκεκριµένο φορέα. (Εικ. 15Η).  
2.1.1.2 Φορείς µε κλωνοποιηµένα ενθέµατα 
-TOPO-TA-ΗΙF-1α: To cDNA του HIF-1α (το οποίο χορηγήθηκε από τον Dr. P.J. 
Ratcliffe) κλωνοποιήθηκε στον συγκεκριµένο φορέα στο εργαστήριο Βιοχηµείας της 
Ιατρικής Λάρισας από την κ. Π Μηνά. 
-pET32a-ΗΙF1α.PasA (αµινοξέα 1-245) και pET32a-ΗΙF1α.PasA.B (αµινοξέα 1-
341): Ανήκουν στην κατηγορία των pET φορέων των οποίων τα κλωνοποιηµένα 
γονίδια βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του Τ7 υποκινητή. Στους φορείς αυτούς 
έχουν κλωνοποιηθεί τα 245 πρώτα αµινοξέα του ΗΙF-1α (περιέχεται δηλαδή η PASA 
περιοχή) στον πρώτο και τα 341 στο δεύτερο (περιέχεται η PASA και ΡΑS B 
περιοχή). 
 -pAC28-ΑRΝΤ.PasA (αµινοξέα 1-362) και pAC28-ARNT.PasA.B (αµινοξέα 1-474): 
Τα παραπάνω κλωνοποιηµένα γονίδια βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του Τ7 
υποκινητή. Στους συγκεκριµένους φορείς κλωνοποιήθηκαν τα 362 πρώτα αµινοξέα 
του ARNT (περιέχεται η PASA περιοχή του ARNT) στον πρώτο και τα 474 στο 
δεύτερο (περιέχεται η PASA και ΡΑS B περιοχή). 
Τόσο οι pET32-HIF1α όσο και οι pAC28-ARNT φορείς κατασκευάστηκαν και 
παραχωρήθηκαν από το εργαστήριο του Dr.Whitelaw [32].   
-pGEX-4T-3-ARNT (χορηγήθηκε από τον Dr.Whitelaw [132]: Ο συγκεκριµένος 
φορέας, εκτός από την περιοχή κωδικοποίησης της GST, περιέχει κλωνοποιηµένο το 
cDNA της πρωτεΐνης ARNT. 
 Τα παραπάνω πλασµίδια απεικονίζονται σχηµατικά στην Εικ. 16. 
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Εικόνα 15: Κενοί φορείς κλωνοποίησης: Φαίνονται σχηµατικά οι υποκινητές των πλασµιδίων, οι 
περιοχές έναρξης της αντιγραφής (ori), τα γονίδια ανθεκτικότητας του κάθε πλασµιδίου σε αντιβιοτικά, 
τα γονίδια (όπου υπάρχουν) για την έκφραση του καταστολέα του lac οπερονίου lacI, οι περιοχές 
κωδικοποίησης των ιστιδινών (His) ή της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) καθώς και η περιοχή 
πολλαπλής κλωνοποίησης (MCS). 
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Εικόνα 16: Φορείς µε  κλωνοποιηµένα ενθέµατα: Φαίνονται σχηµατικά οι υποκινητές των πλασµιδίων, 
οι περιοχές έναρξης της αντιγραφής (ori), τα γονίδια ανθεκτικότητας του κάθε πλασµιδίου σε 
αντιβιοτικά, τα γονίδια (όπου υπάρχουν) για την έκφραση του καταστολέα του lac οπερονίου lacI, οι 
περιοχές κωδικοποίησης της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης (GST) καθώς και οι θέσεις των 
κλωνοποιηµένων γονιδίων. 
 
-Τα cDNA των ιµπορτινών α, β, 4 και 7 που χρησιµοποιηθήκαν στα πειράµατα in 
vitro σύνδεσης µε τον HIF-1α είναι κλωνοποιηµένα σε πλασµίδια τύπου pQE 
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(Qiagen) και φέρουν επιτόπους 6 ιστιδινών στην 5΄ ή στην 3΄ περιοχή του MCS 
(χορηγήθηκαν από το εργαστήριο του Dr.Görlich). 
-pBlueScript: περιέχει τµήµατα του HIF-1α µε τα εξής αµινοξέα: 1-251, 1-530, 1-652,  
348-826, 652-826. Τα τµήµατα αυτά του cDNA του HIF-1α ενισχύθηκαν µε 
αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) και κλωνοποιήθηκαν µε τη βοήθεια της  
BamHI ενδονουκλεάσης στο συγκεκριµένο φορέα στο  εργαστήριο Βιοχηµείας  από 
την κ. Α. Καλούση. 
2.1.1.3 Βακτηριακά στελέχη 
Τα βακτηριακά στελέχη που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα: 
ΤΟP10 (InVitrogen) : Τα κύτταρα αυτά χρησιµοποιήθηκαν για κάθε σχεδόν 
εφαρµογή κλωνοποίησης. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στη στρεπτοµυκίνη.  
BL21 RIL (Stratagene): Tα συγκεκριµένα E.coli κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν για 
έκφραση ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών. Από τα κύτταρα αυτά απουσιάζουν  οι Lon 
και ΟmpT πρωτεάσες. Επιπλέον τα κύτταρα αυτά επιτρέπουν την έκφραση υψηλών 
επιπέδων tRNA που είναι σπάνια στα βακτήρια (αυτά των αργινίνης, ισολευκίνης και 
λευκίνης) µέσω του RIL πλασµιδίου. 
 BL21(DΕ3)RIL (Stratagene):  Έχουν ακριβώς τα ίδια χαρακτηριστικά µε το 
προηγούµενο κυτταρικό στέλεχος µε τη διαφορά ότι στο γονιδίωµα τους περιέχουν το 
DE3 γονίδιο για την έκφραση της Τ7 RNA πολυµεράσης το οποίο βρίσκεται κάτω 
από τον έλεγχο του υποκινητή του lac οπερονίου. Χρησιµοποιούνται για την έκφραση 
πλασµιδίων που βρίσκονται κάτω από τον έλεγχο του Τ7 υποκινητή (pET σειρά). 
ΒLRpREP4 (Stratagene): Τα στελέχη αυτά περιέχουν το  pREP4 πλασµίδιο το οποίο 
εκφράζει τον καταστολέα του lac οπερονίου. Χρησιµοποιούνται για την έκφραση 
πλασµιδίων τα οποία από µόνα τους δεν περιέχουν το αντίστοιχο lacI γονίδιο (pQE60 
σειρά). 
 
2.1.2 Πέψη µε ενδονουκλεάσες περιορισµού  
Οποιοδήποτε κοµµάτι του DNA µπορεί να κοπεί σε µικρότερα κοµµάτια µε τη 
βοήθεια συγκεκριµένων ενζύµων που ονοµάζονται ενδονουκλεάσες περιορισµού και 
αναγνωρίζουν συγκεκριµένες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων.  
Η ποσότητα κάθε ενζύµου που χρησιµοποιείται σε µια αντίδραση πέψης 
καθορίζεται από την ενεργότητά του (Unit/µl). 1 unit ενζύµου ορίζεται ως η 
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ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται για να πέψει πλήρως 1µg DNA σε όγκο 
αντίδρασης 50µl σε µια ώρα και σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. 
Η πέψη µε ένζυµα περιορισµού χρησιµοποιήθηκε είτε για τον έλεγχο του 
µεγέθους κοµµατιών DNA ή για την αποµόνωση συγκεκριµένων κοµµατιών που 
προορίζονται για κλωνοποίηση. Στην πρώτη περίπτωση η αντίδραση πέψης έγινε σε 
20 µl τελικού όγκου και περιείχε 1µg πλασµιδιακού DNA, 1 Unit του αντίστοιχου 
ενζύµου (New England Biolabs), 2µg BSA σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα που 
ορίζεται για κάθε ένζυµο από την εταιρία παρασκευής,  ενώ στη δεύτερη περίπτωση 
χρησιµοποιηθήκαν 5µg πλασµιδιακού DNA σε όγκο αντίδρασης 50µl. Οι 
συγκεντρώσεις των υπόλοιπων αντιδραστηρίων παρέµειναν οι ίδιες. Ακολούθησε 
επώαση για 1-2 ώρες στην καθορισµένη για κάθε ένζυµο θερµοκρασία [133]. 
 
2.1.3 Αποφωσφορυλίωση γραµµικού πλασµιδιακού DNA 
Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται η αφαίρεση της 5΄φωσφορικής οµάδας από 
µονόκλωνα ή δίκλωνα τµήµατα DNA (κυρίως πλασµίδια)  µετά από την πέψη µε µια 
περιοριστική ενδονουκλεάση, εµποδίζοντας την επανασύνδεσή τους. Η 
αποφωσφορυλίωση έγινε µε τη χρήση του ενζύµου της αλκαλικής φωσφατάσης CIP 
(New England BioLabs). Η αντίδραση περιείχε 0,5µg DNA που είχε κοπεί µε 
περιοριστικές ενδονουκλεάσες, ρυθµιστικό διάλυµα ΝΕΒ3 (50mM Tris-Cl pH 7,9, 
100mM NaCl, 10mM MgCl2, 1mM DTT, New England BioLabs), 10 Units CIP 
(10.000 Unit/ml) και Η2Ο έως τα 30µl. Ακολούθησε επωάση στους 370 C για 30 
λεπτά. Μετά το πέρας της επώασης η CIP απενεργοποιήθηκε µε προσθήκη 5mM 
EDTA µε pH 8 και θέρµανση της αντίδρασης για 10 λεπτά στους 750 C. Το 
αποφωσφορυλιωµένο DNA αποµονώθηκε από τα λοιπά υλικά της αντίδρασης µε 
κατακρήµνιση µε 70% αιθανόλη. 
 
2.1.4 Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης  
Στη συγκεκριµένη τεχνική επιτυγχάνεται διαχωρισµός των διαφόρων 
κοµµατιών DNA µέσω ηλεκτροφόρησης σε πηκτή αγαρόζης [134]. Τα µεγαλύτερα σε 
µέγεθος κοµµάτια µετακινούνται πιο αργά σε σχέση µε τα µικρότερα εξαιτίας του 
µεγέθους των πόρων της πηκτής. Συγκέντρωση αγαρόζης 1% είναι ιδανική για το 
διαχωρισµό κοµµατιών  DNA από 500 βάσεις έως 7000 βάσεις. 
Για την παρασκευή της πηκτής προστέθηκε 1% αγαρόζης σε ρυθµιστικό 
διάλυµα ΤΑΕ (4 mM Tris-οξικό, 1 mM EDTA) και ακολούθησε θέρµανση στους 
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1000 C για την τήξη της αγαρόζης. Όταν η θερµοκρασία του διαλύµατος έπεσε στους 
600 C προστέθηκε βρωµιούχο αιθίδιο (σε τελική συγκέντρωση 0,5 µg/ml). Το 
βρωµιούχο αιθίδιο παρεµβάλλεται ανάµεσα στις βάσεις του DNA και η ιδιότητα του 
να απορροφά υπεριώδη ακτινοβολία και να την εκπέµπει στο κόκκινο ορατό φάσµα 
χρησιµοποιείται για να ανιχνεύονται τα τµήµατα του DNA πάνω στην πηκτή. 
Ακολούθησε τοποθέτηση του διαλύµατος αγαρόζης στη συσκευή ηλεκτροφόρησης 
για τον πολυµερισµό της σε πηκτή και  προσθήκη ΤΑΕ στη συσκευή ώστε να 
καλυφθεί η πηκτή. 
Στα προς ηλεκτροφόρηση  δείγµατα προστέθηκε 5% γλυκερόλη και µίγµα 
χρωστικών που  αποτελούνταν από 0.42% µπλε της βρωµοφαινόλης, 0.42% µπλε του 
ξυλενίου. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν στις εγκοπές της πηκτής και ηλεκτρο-
φορήθηκαν σε 100 V για 30 λεπτά τουλάχιστον.  
                             
2.1.5 Αποµόνωση και καθαρισµός τµηµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
Για την αποµόνωση και τον καθαρισµό κοµµατιών DNA από πηκτή αγαρόζης 
χρησιµοποιήθηκε το Gel Extraction Kit της Qiagen. H διαδικασία που ακολουθήθηκε 
είναι αυτή που προτείνεται από την εταιρία, µε διαλύµατα που παρέχονται από το 
συγκεκριµένο kit και έχει ως εξής: 
Αρχικά το κοµµάτι αγαρόζης που περιείχε το προς αποµόνωση DNA 
αφαιρέθηκε από την πηκτή µε αποστειρωµένο νυστέρι. Το κοµµάτι θερµάνθηκε µε 
διάλυµα QG στους 500 C για 10 λεπτά για τον αποπολυµερισµό της αγαρόζης και την 
απελευθέρωση του DNA στο διάλυµα. Προστέθηκε στη συνέχεια ισοπροπανόλη και 
το διάλυµα µεταφέρθηκε σε ειδική στήλη (silica gel) στην οποία το DNA δεσµεύτηκε 
κάτω από συνθήκες υψηλής αλατότητας και pH 7,5. Ακολούθησε αποµάκρυνση των 
µη δεσµευµένων στη στήλη συστατικών µε πλύση µε διάλυµα PE. Η έκλουση του 
δεσµευµένου στη στήλη DNA έγινε µε 30 µl δις απεσταγµένου Η2Ο σε pH 8.  
 
2.1.6  Αντίδραση λιγάσης 
Η DNA λιγάση του βακτηριοφάγου Τ4 καταλύει την δηµιουργία 
φωσφοδιεστερικών δεσµών µεταξύ 3΄-υδροξυλικών και 5΄-φωσφορικών άκρων. Με 
αυτόν τον τρόπο είναι δυνατή η σύνδεση µεταξύ 2 κοµµατιών DNA (π.χ. ενός 
ενθέµατος και ενός πλασµιδίου) µε συµπληρωµατικά  3΄και 5΄ άκρα . 
Για την αντίδραση της λιγάσης πλασµιδιακός φορέας και ένθεµα σε αναλογία 
1/3 (αποµονωµένα και καθαρισµένα από πηκτή αγαρόζης) προστέθηκαν σε τελικό 
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όγκο 20µl µε  ρυθµιστικό διάλυµα λιγάσης, 2,5 Units ενζύµου λιγάσης (5 Unit/µl, 
Fermentas) και H2O. Το µίγµα επωάστηκε 1 ώρα σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 
λιγάση απενεργοποιήθηκε µε θέρµανση στους 650C για 10 λεπτά. 
 
2.1.7 Παρασκευή βακτηρίων (Ε.coli) δεκτικών στην εισαγωγή πλασµιδιακού 
DNA  
Στη συγκεκριµένη τεχνική τα βακτήρια εκτίθενται σε υψηλές συγκεντρώσεις 
συγκεκριµένων κατιόντων. Έτσι οι κυτταρικές µεµβράνες ενός µικρού µέρους των 
κυττάρων γίνονται διαπερατές σε ξένο DNA µε ένα µηχανισµό που δεν είναι πλήρως 
κατανοητός.  Με την µέθοδο που ακολουθεί δηµιουργήθηκαν δεκτικά κύτταρα µετά 
από κατεργασία των βακτηρίων µε CaCl2. Η απόδοση µετασχηµατισµού µε τη 
µέθοδο αυτή ήταν περίπου 109 µετασχηµατισµένες αποικίες ανά µg DNA [135]. 
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: Καλλιέργεια βακτηρίων 
επωάστηκε σε  θρεπτικό µέσο ΤΥΜ (2% τρυπτόνη, 0,5% εκχύλισµα ζύµης, 0,1 M 
NaCl και 10 mM MgSO4) σε αντιβιοτικό επιλογής, στους 370C για 16 ώρες. Την 
επόµενη ηµέρα, η καλλιέργεια αραιώθηκε 1:100 σε τελικό όγκο 3 ml ΤΥΜ µε 
αντιβιοτικό επιλογής και επωάστηκε περαιτέρω στους 370C για 2-3 ώρες. 
Ακολούθησε νέα αραίωση 1:200 σε τελικό όγκο 50 ml ΤΥΜ χωρίς αντιβιοτικό και 
επώαση της καλλιέργειας έως ότου η απορρόφηση (OD) στα 590 nm γίνει 0,35-0,4. 
Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση στα 1800xg για 5 λεπτά,  
επαναιωρήθηκαν σε 25ml διαλύµατος  TFBI (30 mM CH3COOK,  50 mM MnCl2 , 10 
mM CaCl2 ,100 mM KCl και 15% γλυκερόλη) και επωάστηκαν στον πάγο για 10 
λεπτά. Τo TFBI αποµακρύνθηκε από τα κύτταρα, µετά από φυγοκέντρηση, στα 
1800xg, για 5 λεπτά. Τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν εκ νέου σε 2ml διαλύµατος TFBII 
(10 mM MOPS,  75 mM CaCl2 , 10 mM KCl και 20% γλυκερόλη) και επωάστηκαν 
για 60 λεπτά στον πάγο. Μετά την παραπάνω επεξεργασία αποθηκεύτηκαν σε 
δείγµατα όγκου 200µl  σε σωλήνες µικροφυγόκεντρου (τύπου eppendorf) στους -
800C. 
 
2.1.8 Μετασχηµατισµός βακτηρίων  
Το φαινόµενο του µετασχηµατισµού επιτρέπει την είσοδο πλασµιδίων µέσα 
σε δεκτικά βακτήρια. Το εκάστοτε πλασµίδιο φέρει κάποιο γονίδιο επιλογής 
(συνήθως γονίδιο ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιοτικό) ώστε να επιλεγούν µόνο τα 
κύτταρα που το έχουν προσλάβει [135]. 
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Ο µετασχηµατισµός των κυττάρων έγινε ως εξής: 1-200 ng πλασµιδιακού 
DNA (ή 10 µl του προϊόντος της αντίδρασης λιγάσης) προστέθηκαν σε 200 µl 
δεκτικών κυττάρων τα οποία στη συνέχεια επώαστηκαν 30 λεπτά σε πάγο. 
Ακολούθησε θερµικό σοκ των κυττάρων για 90 δευτερόλεπτα στους 42οC. Στα 
κύτταρα προστέθηκε 1ml θρεπτικού LB (Luria Broth) και ακολούθησε επώαση για 1 
ώρα στους 37 οC. Μετά το πέρας της επώασης τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε 
φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στα 1700xg. Αφού αποµακρύνθηκε το θρεπτικό υλικό τα 
κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 100-150 µl LB και επιστρώθηκαν σε τρυβλίο LB-άγαρ 
που περιείχε το κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής. Τέλος το τρυβλίο επωάστηκε στους 
37οC για περίπου 16 µε 18 ώρες. 
Το θρεπτικό µέσο LB παρασκευάστηκε ως εξής: Για 1 lt προστέθηκαν 10 gr 
τρυπτόνης, 5 g εκχυλίσµατος ζύµης και 5 g NaCl. Ακολούθησε προσαρµογή του pH 
του διαλύµατος στο 7,5 µε NaOH. Στην περίπτωση παρασκευής στερεού θρεπτικού 
µέσου LB-άγαρ ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία µε τη διαφορά ότι προστέθηκαν 
επιπλέον 20 g άγαρ. Το διάλυµα αποστειρώθηκε ενώ λίγο πριν την πήξη του 
διαλύµατος έγινε προσθήκη του κατάλληλου αντιβιοτικού και επίστρωση σε τρυβλία. 
 
2.1.9 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από κύτταρα E.coli  
2.1.9.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε αλκαλική λύση (mini-preparation) 
Η τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
από µικρές (3 ml) καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων [136]. Μια αποικία που 
περιείχε το προς αποµόνωση πλασµίδιο αναπτύχθηκε σε 3 ml LB παρουσία του 
αντιβιοτικού επιλογής του πλασµιδίου για 14 µε 16 ώρες στους 370C. Στη συνέχεια 
τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε φυγοκέντρηση και ακολούθησε αλκαλική λύση τους µε 
300 µl  διαλύµατος TENS (0,1N NaOH, 0,5% SDS σε ΤΕ). Έπειτα προστέθηκαν 150 
µl διαλύµατος 3 M οξικού νατρίου, pH 5,2. και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 
20800xg για 2 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο σωλήνα 
µικροφυγοκέντρου και το DNA κατακρηµνίστηκε µέσω προσθήκης αιθανόλης 
τελικής συγκέντρωσης 70%. Τέλος το ίζηµα του DNA επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 20 
µl διαλύµατος TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,  EDTA 1 mM ).  
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2.1.9.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε το Qiagen Midi Kit  
Η τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκε για την αποµόνωση πλασµιδιακού DNA 
απο µεγαλύτερες (100 ml) καλλιέργειες βακτηριακών κυττάρων και έγινε µε το 
Qiagen Midi Kit της Qiagen το οποίο επιτρέπει ανάκτηση περίπου 75-100 µg 
πλασµιδίου από 100 ml καλλιέργειας σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή.   
Η αρχή του συγκεκριµένου kit βασίζεται στην αλκαλική λύση των κυττάρων µε 
NaOH και CH3COOK. Στη συνέχεια το πλασµιδιακό DNA δεσµεύτηκε σε µια στήλη 
ανιοντοανταλλαγής σε συνθήκες χαµηλής αλατότητας και pH. Τo RΝΑ και διάφορες 
πρωτεϊνικές προσµίξεις αποµακρύνθηκαν από τη στήλη χρησιµοποιώντας διαλύµατα 
µέτριας αλατότητας. Το πλασµιδιακό DNA εκλούστηκε σε συνθήκες υψηλής 
συγκέντρωσης άλατος και στη συνέχεια αφαλατώθηκε µε κατακρήµνιση µε 
ισοπροπανόλη. 
2.2 ΕΚΦΡΑΣΗ ΚΑΙ ΚΑΘΑΡΙΣΜΟΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΑΠΟ E.COLI 
 
2.2.1 Επαγωγή της έκφρασης ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε  IPTG  
Τα γονίδια των πρωτεϊνών κλωνοποιήθηκαν σε πλασµίδια κάτω από τον 
έλεγχο κάποιου ισχυρού υποκινητή (π.χ. Τ5, Τ7 κ.α.), ο οποίος συνήθως βρίσκεται 
συνδεδεµένος µε περιοχές του «χειριστή» (operator) του οπερονίου της λακτόζης. Τα 
κλωνοποιηµένα γονίδια βρίσκονται σε ανενεργή κατάσταση διότι η παραπάνω 
περιοχή του χειριστή καταστέλλεται από µια πρωτεΐνη «καταστολέα» που εκφράζεται 
από το lacI γονίδιο και η οποία δεν επιτρέπει τη σύνδεση της RNA πολυµεράσης 
στον υποκινητή. Το εναρκτήριο σήµα για την ενεργοποίηση των κλωνοποιηµένων 
γονιδίων και της έκφρασης των αντίστοιχων πρωτεϊνών δίνεται από τη λακτόζη ή 
χηµικά ανάλογα της (π.χ. IPTG), τα οποία απενεργοποιούν τον καταστολέα. Έτσι 
επιτυγχάνεται η ελεγχόµενη έκφραση των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών [137].     
Η επαγωγή των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών µε IPTG έγινε ως εξής: Μια 
αποικία από τρυβλίο που περιείχε κύτταρα µε τα µετασχηµατισµένα πλασµίδια 
χρησιµοποιήθηκε για τον εµβολιασµό 50 ml υγρού θρεπτικού υλικού LB (µε 
κατάλληλο αντιβιοτικό) και η καλλιέργεια επωάστηκε υπό ανάδευση για 16 ώρες 
στους 37°C. Με κατάλληλη ποσότητα από την παραπάνω καλλιέργεια 
εµβολιάστηκαν 1-2 lt LB (µε κατάλληλο αντιβιοτικό) και επωάστηκαν υπό 
ανακίνηση στους 37°C έως ότου η απορρόφηση της καλλιέργειας έφτασε στα 0.6-0.7 
(µέτρηση στα 600 nM). Στην καλλιέργεια προστέθηκε 1 mM IPTG και η επώαση 
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συνεχίστηκε στους 25° C. Μετά την πάροδο 4 ωρών έγινε συλλογή των κυττάρων µε 
φυγοκέντρηση για 15 λεπτά στα 3000xg. Ακολούθησε ξέπλυµα των κυττάρων µε 
H2O και αποθήκευση των κυττάρων στους -200C. 
 
2.2.2 Παρασκευή πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος από βακτήρια 
Τα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε κατάλληλο διάλυµα λύσης (25 ml 
διαλύµατος για την επαναιώρηση κυττάρων από 500 ml αρχικής καλλιέργειας). 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων µε τη χρήση της συσκευής υπερήχων (10 παλµοί 
διάρκειας 10 δευτερολέπτων µε ενδιάµεσες παύσεις των 10 δευτερολέπτων) και 
φυγοκέντρηση του παραπάνω εκχυλίσµατος στα 10000xg για 30 min για το 
διαχωρισµό του διαλυτού από το αδιάλυτο κλάσµα. Για τον περαιτέρω καθαρισµό της 
πρωτεΐνης µε χρωµατογραφία αγχιστείας χρησιµοποιήθηκε το διαλυτό κλάσµα. Η 
παραπάνω διαδικασία έγινε σε πάγο και οι φυγοκεντρήσεις έγιναν στους 40C. 
Το διάλυµα λύσης που χρησιµοποιήθηκε για τις πρωτεΐνες µε GST-επίτοπο 
περιείχε 20 mM Tris pH 7,6, 137 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM PMSF, 5% 
γλυκερόλη, 0,1 % Tween 20, µίγµα αναστολέων πρωτεασών (Roche) και 5 mM DTT. 
Το διάλυµα λύσης που χρησιµοποιήθηκε για τις πρωτεΐνες µε His-επίτοπο περιείχε 50 
mM Tris 7,4, 200 mM NaCl,  5 mM MgCl2, 5 mM β-µερκαπταιθανόλη, 5% 
γλυκερόλη, 1 mM PMSF, 0,1% Triton X-100 και µίγµα αναστολέων πρωτεασών 
(Roche).  
 
2.2.3 Αποµόνωση πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία αγχιστείας  
 Η αποµόνωση µιας πρωτεΐνης από ένα µίγµα πρωτεϊνών µπορεί να 
επιτευχθεί µε βάση την εξειδικευµένη και αντιστρεπτή δέσµευση της, πάνω σε 
προσδέτες (ligands) που βρίσκονται καθηλωµένα πάνω σε αδρανές υλικό 
χρωµατογραφίας. Προσδέτες που είναι δυνατό να χρησιµοποιηθούν για το 
διαχωρισµό πρωτεϊνών είναι το υπόστρωµα ή ένα ανάλογο του υποστρώµατος ενός 
ενζύµου, ένα συνένζυµο, ένας αναστολέας ή ακόµη µια άλλη πρωτεΐνη που 
δεσµεύεται στην προς αποµόνωση πρωτεΐνη. Η έκλουση των δεσµευµένων 
πρωτεϊνών από τη στήλη επιτυγχάνεται είτε µε τη διαβίβαση του ίδιου του ligand ή 
αναλόγου του από τη στήλη, είτε µε τη µεταβολή της ιοντικής ισχύος του διαλύµατος 
έκλουσης, προκαλώντας έτσι την εξασθένηση των δεσµών που αναπτύσσονται 
µεταξύ ligand-πρωτεΐνης [138]. 
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2.2.3.1 Αποµόνωση πρωτεϊνών που περιέχουν επίτοπο ιστιδινών   
Η µέθοδος αυτή αποµόνωσης στηρίζεται στην αρχή της χρωµατογραφίας 
αγχιστείας µέσω ακινητοποιηµένων µετάλλων (IMAC-immobilized metal affinity 
chromatography). Συγκεκριµένα σε αγαρόζη ακινητοποιείται η χηλική ένωση ΝΤΑ 
(νιτριλοτριοξικό οξύ) η οποία δεσµεύει ιόντα νικελίου. Τα ιόντα αυτά έχουν την τάση 
να συνδέονται µε τους δακτυλίους ιµιδαζολίου των καταλοίπων  ιστιδίνης  [139, 140] 
(Εικ. 17). 
Έτσι χρησιµοποιώντας κατάλληλα πλασµίδια που κωδικοποιούν για µια 
περιοχή ιστιδινών (συνήθως 6) πριν ή µετά τη θέση του ενθέµατος, είναι δυνατή η 
παραγωγή χιµαιρικών Ηis-πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν εύκολα να δεσµευτούν σε 
Ni-NTA-Sepharose σύµφωνα µε τον παραπάνω τρόπο. Η έκλουση της πρωτεΐνης από 
το υλικό χρωµατογραφίας γίνεται µε τη βοήθεια  ιµιδαζολίου (Εικ. 18).  
 
 
Εικόνα 17: Αλληλεπίδραση µεταξύ γειτονικών αµινοξέων ιστιδίνης του Ηis-επιτόπου και της Ni-NTA 
αγαρόζης [140]. 
 
                           
Εικόνα 18: Χηµική δοµή του ιµιδαζολίου και της ιστιδίνης [140]. 
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Το ιµιδαζόλιο δεσµεύεται πάνω στο νικέλιο ανταγωνιζόµενο τις θέσεις σύνδεσης των 
ιστιδινών. Αποτέλεσµα αυτού είναι η βαθµιαία αποσύνδεση των Ηis-πρωτεϊνών από 
το νικέλιο όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του ιµιδαζολίου. 
H διαδικασία που ακολουθήθηκε για την αποµόνωση των His-πρωτεϊνών ήταν 
η εξής: Το διαλυτό κλάσµα από τη λύση βακτηριακών κυττάρων που εξέφραζαν τις 
χιµαιρικές His-πρωτεΐνες επωάστηκε για 1-2 ώρες µε ανάδευση στους 40C µε 
σφαιρίδια Νi-NTA-Sepharose της Qiagen (500 µl σφαιριδίων για υλικό που 
προέρχεται απο 2 lt καλλιέργειας), τα οποία είχαν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο 
διάλυµα λύσης των κυττάρων. Στη συνέχεια το παραπάνω µίγµα µεταφέρθηκε σε 
κατάλληλες στήλες όγκου 10 ml (Qiagen) όπου κατακρατήθηκαν τα σφαιρίδια µε τις 
προσδεµένες σε αυτά πρωτεΐνες ενώ αποµακρύνθηκε το διαλυτό  κλάσµα µε τις 
πρωτεΐνες που δεν δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια. Ακολούθησαν διαδοχικά  3 πλύσεις 
των σφαιριδίων µε 10 ml  διαλύµατος λύσης. Επιπλέον τα σφαιρίδια ξεπλύθηκαν µε 
10 ml διαλύµατος λύσης που περιείχε χαµηλή συγκέντρωση ιµιδαζολίου (20 mM) για 
την αποµάκρυνση των µη ειδικά συνδεδεµένων πρωτεϊνών. Η έκλουση των 
δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών έγινε µε 2,5 ml διαλύµατος λύσης µε υψηλή 
συγκέντρωση ιµιδαζολίου (250 mM).  
Για την αποθήκευση των κλασµάτων το ιµιδαζόλιο αποµακρύνθηκε είτε µε 
διαπίδυση (2.2.5) ή µε διαβίβαση των εκλουσµάτων από στήλη µοριακής διήθησης 
(2.2.4). Στη συνέχεια τα κλάσµατα αποθηκεύτηκαν στους -80οC µετά από προσθήκη 
10%  γλυκερόλης ή 250 mM σουκρόζης. 
2.2.3.2 Αποµόνωση πρωτεϊνών µε επίτοπο τρανσφεράσης της γλουταθειόνης  
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την αποµόνωση πρωτεϊνών που 
περιέχουν έναν επίτοπο που κωδικοποιεί για την τρανσφεράση της γλουταθειόνης 
(GST) . Στην περίπτωση αυτή ο προσδέτης που ακινητοποιείται στην αγαρόζη είναι 
το τριπεπτίδιο γλουταθειόνη. Οι ανασυνδυασµένες πρωτεΐνες δεσµεύονται  µέσω της 
τρανσφεράση της γλουταθειόνης (GST), η οποία έχει ως υπόστρωµα την 
γλουταθειόνη [141].  
 Έτσι χρησιµοποιώντας κατάλληλα πλασµίδια (pGEX-σειρά, τροποποιηµένοι 
pET-GST φορείς) που φέρουν το γονίδιο της τρανσφεράσης της γλουταθειόνης  
(συνήθως από το Schistosoma japonicum) πριν τη θέση του ενθέµατος, είναι δυνατή η 
παραγωγή χιµαιρικών GST-πρωτεϊνών οι οποίες µπορούν εύκολα να αποµονωθούν 
από τις υπόλοιπες µε τον παραπάνω τρόπο. Η έκλουση της πρωτεΐνης γίνεται µε τη 
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βοήθεια καθαρής γλουταθειόνης η οποία ανταγωνίζεται τη γλουταθειόνη των 
σφαιριδίων της στήλης για τις θέσεις σύνδεσης στη GST. 
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε για τον συγκεκριµένο τρόπο αποµόνωσης 
ήταν η εξής: Το διαλυτό κλάσµα από τη λύση βακτηριακών κυττάρων που εξέφραζαν 
τις χιµαιρικές GST-πρωτεΐνες επώαστηκε για 2 ώρες στους 40C υπό συνεχή ανάδευση 
µε σφαιρίδια GSH-Sepharose (Αmersham)  (500 µl σφαιριδίων για υλικό που 
προέρχεται απο 2 lt καλλιέργειας), τα οποία είχαν προηγουµένως εξισορροπηθεί στο 
διάλυµα λύσης των κυττάρων. Στη συνέχεια το παραπάνω µίγµα µεταφέρθηκε σε 
κατάλληλες στήλες των 10 ml όπου κατακρατήθηκαν τα σφαιρίδια µε τις 
προσδεµένες σε αυτά πρωτεΐνες ενώ αποµακρύνθηκε το κλάσµα των πρωτεϊνών που 
δεν δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια. Ακολούθησαν 3 διαδοχικές πλύσεις της στήλης µε 
10 ml διαλύµατος λύσης και µία φορά µε 10 ml διαλύµατος λύσης απουσία 
απορρυπαντικού Tween 20. Η  έκλουση των πρωτεϊνών που δεσµεύτηκαν στα 
σωµατίδια έγινε µε 1,5 ml διαλύµατος λύσης απουσία Tween 20 και παρουσία 10mM 
γλουταθειόνης σε ουδέτερο pH. 
  
2.2.4 Αποµόνωση πρωτεϊνών µε χρωµατογραφία µοριακής διήθησης   
Η µοριακή διήθηση είναι µια τεχνική υγρής χρωµατογραφίας κατά την οποία 
διαχωρίζονται πρωτεϊνικά µόρια σύµφωνα µε το µοριακό τους βάρος. Η 
χρωµατογραφία µοριακής διήθησης χρησιµοποιείται εκτός από το διαχωρισµό ή την 
κλασµάτωση πρωτεϊνών και για αφαλάτωση ή αλλαγή του διαλύµατος στο οποίο 
βρίσκονται οι πρωτεΐνες. Επίσης είναι χρήσιµη και για την αποµάκρυνση µικρών 
µορίων όπως EDTA, φθορίζοντων ή ραδιενεργών µαρτύρων από το διάλυµα των 
πρωτεϊνών [142]. 
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε όχι µόνο ως ένα βήµα περαιτέρω 
καθαρισµού των πρωτεϊνών αλλά και ως µέθοδος διαχωρισµού συµπλόκων 
πρωτεϊνών από τα µεµονωµένα συστατικά τους. 
Η στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν η Superdex S-200 (16/60) της Αmersham 
και το σύστηµα χρωµατογραφίας το GradiFrac (Amersham) (Εικ. 19). Πριν την 
είσοδο του δείγµατος της πρωτεΐνης, η στήλη ξεπλύθηκε µε 4 όγκους στήλης  Η2Ο 
και εξισορροπήθηκε µε 2 όγκους στήλης κατάλληλου διαλύµατος. Τα πρωτεϊνικά 
δείγµατα (σε όγκο 0,5 µε 1 ml) φυγοκεντρήθηκαν για 30 λεπτά στα 10000xg για την 
αφαίρεση των αδιάλυτων συστατικών. Ακολούθησε είσοδος των δειγµάτων στην 
στήλη µε σύριγγα του 1 ml. 120 κλάσµατα  του 1 ml συλλέχθησαν µε τη βοήθεια του 
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συλλέκτη κλασµάτων του Gradi-Frac συστήµατος της Αmersham µε ρυθµό 0,6 
ml/min στο διάλυµα εξισορρόπησης της στήλης. Μετά το τέλος της συλλογής 
κλασµάτων η στήλη ξεπλύθηκε περαιτέρω µε 1 όγκο στήλης διαλύµατος 
εξισσορρόπησης. Τα κλάσµατα που περιέχουν την πρωτεΐνη αποθηκεύτηκαν στους -
80οC. 
 
    
     
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 19: Εξοπλισµός για χρωµατογραφία µοριακής διήθησης : A) Στήλη και υποδοχές, Β) 
Ολοκληρωµένο αυτόµατο σύστηµα χρωµατογραφίας (Amersham Pharmacia Biotech) 
 
2.2.5  ∆ιαπίδυση 
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιήθηκε προκειµένου να γίνει αλλαγή των 
µικροµοριακών συστατικών του  διαλύµατος µιας πρωτεΐνης. Η αρχή της µεθόδου 
είναι η µετακίνηση µορίων µεταξύ δύο διαλυµάτων µέσω ηµιδιαπερατής µεµβράνης 
έως ότου εξισωθούν οι συγκεντρώσεις τους. 
Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε ηµιδιαπερατή µεµβράνη (Spectra-Por MWCO 
6000-8000 της Spectrum).  Η µεµβράνη µε το δείγµα εισήχθη στη συνέχεια σε 500ml 
του νέου διαλύµατος και ακολούθησε επώασηυπό συνεχή ανάδευση του διαλύµατος 
για 16 ώρες στους 40C. Μετά το πέρας των 16 ωρών το δείγµα συλλέχθηκε από το 
εσωτερικό της µεµβράνης και φυγοκεντρήθηκε για 30 λεπτά στις 10000xg και στους 
40C για την αποµάκρυνση ιζήµατος που πιθανόν δηµιουργηθήκε κατά τη διάρκεια της 
διαδικασίας. 
 
2.2.6 Προσδιορισµός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης   
 Ο προσδιορισµός της περιεκτικότητας ενός δείγµατος σε πρωτεΐνη έγινε 
σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford (τροποποιηµένη από τον Bearden) και βασίζεται στη 
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δηµιουργία συµπλόκου πρωτεΐνης µε τη χρωστική Coomassie Brilliant blue G250 σε 
όξινο περιβάλλον. Κατά τη συµπλοκοποίηση το µέγιστο απορρόφησης της χρωστικής 
µεταβάλλεται από τα 465 nm στα 595 nm [143, 144]. 
 Το αντιδραστήριο αποτελείται από τη χρωστική Coomasie Brilliant Blue  
G250 σε διαλύµατος φωσφορικού οξέος και µεθανόλης (BioRad). Μετά την ανάµιξη 
του αντιδραστηρίου µε Η2Ο σε αναλογία 1/4 έως τελικό όγκο 1 ml, προστίθεται το 
πρωτεϊνικό δείγµα και η απορρόφηση του σχηµατιζόµενου συµπλόκου µετριέται στα 
595 nm. Με βάση την απορρόφηση αυτή και την αναγωγή της σε συγκέντρωση 
πρωτεΐνης χρησιµοποιώντας πρότυπη καµπύλη αναφοράς µε αλβουµίνη (BSA), 
προσδιορίζεται η περιεκτικότητα του δείγµατος σε πρωτεΐνη. 
 
2.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΚΑΙ  
ΑΝΟΣΟΑΠΟΤΥΠΩΣΗ 
2.3.1 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών παρουσία SDS σε πηκτή πολυακρυλαµιδίου 
(SDS-PΑGE)   
Ο διαχωρισµός των πρωτεϊνών ενός δείγµατος που υποβάλλεται σε 
ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται καθώς οι πρωτεΐνες, ως φορτισµένα µόρια, 
κινούνται διαµέσου των πόρων µίας πηκτής υπό την επίδραση ηλεκτρικού πεδίου. Η 
ταχύτητα (v) των πρωτεϊνών στο πήκτωµα εξαρτάται από την ένταση του ηλεκτρικού 
πεδίου (Ε) και το φορτίο της πρωτεΐνης (q) σύµφωνα µε την εξίσωση:     v = E * q / f       
όπου ο παράγοντας της εξίσωσης f εκφράζει την εξάρτηση από τη µάζα και το σχήµα 
της πρωτεΐνης καθώς και το ιξώδες του πηκτώµατος µέσα στο οποίο κινείται η 
πρωτεΐνη [145, 146]. 
Ο σχηµατισµός των πηκτών πολυακρυλαµιδίου βασίζεται στον 
συνπολυµερισµό του ακρυλαµιδίου (CH2=CH-CO-NH2) και του Ν,Ν µεθυλενο-
δισακρυλαµιδίου ή bis-ακρυλαµιδίου (CH2=CH-CO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH2) που 
συνδέει τις αλυσίδες του πρώτου. Με τον τρόπο αυτό δηµιουργείται ένα πολυµερές 
πλέγµα που διαθέτει πόρους των οποίων το µέγεθος τους εξαρτάται από τη 
συγκέντρωση των µονοµερών στο διάλυµα. Η δηµιουργία του πλέγµατος γίνεται 
µέσω του µηχανισµού των ελευθέρων ριζών, µε την προσθήκη του υπερθειϊκού 
αµµωνίου (NH4)2S2O8 για την έναρξη του µηχανισµού και του φωτοχηµικού 
καταλύτη τετραµεθυλοαιθυλενοδιαµίνη (TEMED) για τη διάδοση του.  
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Το σχήµα των πηκτωµάτων πολυακρυλαµιδίου µπορεί να είναι είτε 
κυλινδρικό είτε επίπεδο, ανάλογα µε τη συσκευή στην οποία θα πραγµατοποιηθεί ο 
πολυµερισµός. Η ηλεκτροφόρηση µπορεί να είναι συνεχής ή ασυνεχής. Στη συνεχή 
ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιείται το ίδιο ρυθµιστικό διάλυµα για την πηκτή και για τα 
δοχεία των ηλεκτροδίων. Στην ασυνεχή χρησιµοποιούνται δύο διαφορετικά 
πηκτώµατα, το πήκτωµα επιστοίβαξης που είναι υπεύθυνο για τη συµπύκνωση των 
πρωτεϊνών του δείγµατος σε µια πολύ λεπτή στοιβάδα, και το πήκτωµα διαχωρισµού 
που είναι υπεύθυνο για το διαχωρισµό των πρωτεϊνών. Τα διαλύµατα από τα οποία 
παρασκευάζονται τα δύο πηκτώµατα είναι διαφορετικά ως προς το pH και τη 
σύσταση τους. Επίσης το ρυθµιστικό διάλυµα των δοχείων ηλεκτροφόρησης είναι 
διαφορετικό από τα δύο προηγούµενα. 
Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών σε αποδιατακτικές συνθήκες γίνεται 
παρουσία του απορρυπαντικού SDS. Το SDS εκτός του ότι αποδιατάσει τις πρωτεΐνες 
δεσµεύεται πάνω σ’ αυτές µέσω υδρόφοβων δεσµών, ανεξάρτητα της ιονικής ισχύος, 
σε καθορισµένα ποσά κατά βάρος (1.4 gr SDS/gr πρωτεΐνης). Τα σύµπλοκα που 
σχηµατίζονται από την αλληλεπίδραση µε το SDS είναι επιµήκη και φέρουν καθαρό 
αρνητικό φορτίο. Επειδή το φορτίο ανά µονάδα µάζας είναι περίπου σταθερό η 
ηλεκτροφορητική κινητικότητα των πολυπεπτιδικών αλυσίδων είναι µοναδική 
συνάρτηση του µοριακού βάρους. 
2.3.1.1 Προετοιµασία της πηκτής πολυακρυλαµιδίου 
Το σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε για το διαχωρισµό των διαφόρων 
πρωτεϊνικών παρασκευασµάτων κατά τη διάρκεια της εργασίας αποτελούνταν από 
πήκτωµα διαχωρισµού, ύψους 7,5 cm και πάχους 1 mm και πήκτωµα επιστοίβαξης 
ύψους 1 cm. Οι θέσεις εισαγωγής του δείγµατος δηµιουργήθηκαν µε τη βοήθεια 
πλαστικής οδοντωτής µήτρας η οποία αφαιρέθηκε µετά τον πολυµερισµό του 
πηκτώµατος επιστοίβαξης. 
Η σύσταση των επιµέρους στοιχείων του συστήµατος ήταν οι εξής: διάλυµα 
δοχείων ηλεκτροφόρησης: (50 mM Tris, 0.38 M γλυκίνη, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 
pH 8.9), πήκτωµα επιστοίβαξης: (4,5% ακρυλαµίδιο:bis, 0.1% SDS, 0.125 Μ Tris-Cl 
pH 6.8, 2 mM EDTA, για τον πολυµερισµό 0.08% APS, 0.04% TEMED, πήκτωµα 
διαχωρισµού: (8-12% ακρυλαµίδιο:bis, 0.1% SDS, 0.375 Μ Tris-Cl pH 8.8, 2 mM 
EDTA, για τον πολυµερισµό 0.04% APS, 0.04% TEMED) 
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2.3.1.2 Προετοιµασία των προς ανάλυση δειγµάτων 
Τα δείγµατα  αναµίχθηκαν µε ένα διαλύµα επιφόρτωσης (62,5 mM  Tris-HCl 
pH 6,8,  2,3% SDS, 10% γλυκερόλη, 0,05% (w/v) µπλέ της βρωµοφαινόλης, 25 mM 
DTT). Ακολούθησε βρασµός για 3-5 λεπτά στους 950C. Τα δείγµατα τοποθετήθηκαν 
στις εσοχές της πηκτής µε τη βοήθεια σύριγγας τύπου Hamilton.  
2.3.1.3 Hλεκτροφόρηση της πηκτής και χρώση 
Η ηλεκτροφόρηση της πηκτής έγινε στα 150-200 Volt, για 30-60 λεπτά. Η 
ηλεκτροφόρηση ολοκληρώθηκε όταν το «µέτωπο» (µπλε γραµµή της χρωστικής) 
έφτασε στο χαµηλότερο άκρο της πηκτής. 
Για τη στερέωση των πρωτεϊνών, η πηκτή εµβαπτίστηκε σε διάλυµα χρώσης 
(0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250, 50% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ) όπου και 
ανακινήθηκε για διάστηµα 30 λεπτών. Ο αποχρωµατισµός της πηκτής έγινε µε 
ανακίνηση σε διάλυµα αποχρωµατισµού (30% αιθανόλη, 10% οξικό οξύ). 
 
2.3.2 Ανάλυση πρωτεϊνών µε ανοσοαποτύπωση   
Η τεχνική αυτή αποτελείται από δυο µέρη. Το πρώτο µέρος είναι η 
ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών σε µια µεµβράνη συνήθως νιτροκυτταρίνης. Η 
µεταφορά των πρωτεϊνών µπορεί να γίνει σε υγρή φάση (Wet transfer) ή σε ηµίξηρη 
φάση (Semi-dry transfer). Η µεταφορά επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας ηλεκτρικό 
πεδίο το οποίο µετακινεί τις αρνητικά φορτισµένες πρωτεΐνες από την πηκτή πάνω 
στη µεµβράνη [147]. 
Το δεύτερο µέρος είναι η ανοσοανίχνευση που επιτρέπει τον εντοπισµό µιας 
καθηλωµένης σε µεµβράνη πρωτεΐνης (αντιγόνο) µε τη βοήθεια ειδικών 
αντισωµάτων. Η αλληλεπίδραση αυτή ανιχνεύεται µε τη βοήθεια ενός δευτέρου 
αντισώµατος το οποίο εκτός ότι είναι ικανό να αναγνωρίσει και να δεσµευθεί µε τις 
ανοσοσφαιρίνες IgG του πρώτου, είναι συζευγµένο µε ένα ένζυµο-δείκτη (όπως το 
ένζυµο HRP) το οποίο αντιδρώντας µε εξωγενώς προστιθέµενο υπόστρωµα δίνει 
χαρακτηριστική χρωµοαντίδραση ή εκλύει φωταύγεια. 
2.3.2.1 Μεταφορά υγρής φάσης 
Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης η πηκτή διαχωρισµού, 6 διηθητικά 
χαρτιά 3ΜΜ Whatman και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης εξισορροπήθηκαν στο 
διάλυµα µεταφοράς (48 mM Tris, 39 mM Glycine, 1,3 mM SDS, 20% methanol). Στη 
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συνέχεια δηµιουργήθηκε ένα «σάντουιτς» µε τα χαρτιά Whatman τη µεµβράνη και 
την πηκτή, η διάταξη του οποίου φαίνεται στην Εικ. 20. Το σάντουιτς τοποθετήθηκε 
µε το σωστό προσανατολισµό στη συσκευή Transphor Electrophoration Unit της 
Höefer, η οποία ήταν γεµάτη µε το διάλυµα µεταφοράς  
Ακολούθησε ηλεκτροµεταφορά για 1,5 ώρες στα 400 mA. Μετά το πέρας της 
µεταφοράς η µεµβράνη χρωµατίστηκε προσωρινά µε τη χρωστική Ponceau S 0,2% 
για τον εντοπισµό των θέσεων των πρωτεϊνών. Ακολούθησε αποχρωµατισµός µε PBS 
(137 mM NaCl, 2,7 mM  KCl, 4,3 mM  Na2HPO4.7H2O, 1,4 mM  KH2PO4) 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα  20: ∆ιάταξη του σάντουιτς πηκτής-µεµβράνης στη µεταφορά πρωτεϊνών υγρής φάσης [147]. 
2.3.2.2  Μεταφορά ηµίξηρης φάσης  
Σε αυτή τη διαδικασία, η µεταφορά των πρωτεϊνών γίνεται µεταξύ 2 µεγάλων 
ηλεκτροδίων γραφίτη, χωρίς τη χρήση διαλύµατος µεταφοράς (48 mM Tris, 39 mM 
Glycine, 1,3 mM SDS). Ο τρόπος αυτός µεταφοράς δεν ενδείκνυται για µεγάλους 
χρόνους µεταφοράς (υπάρχει κίνδυνος καταστροφής των ηλεκτροδίων). Το 
«σάντουιτς» που δηµιουργήθηκε τοποθετήθηκε σε οριζόντια θέση σε συσκευή Trans-
Blot SD της BioRad (Εικ. 21). Η µεταφορά έγινε ηλεκτροφορετικά για 1 ώρα στα 10 
Volts και χρωµατίστηκε προσωρινά µε τη χρωστική Ponceau S 0,2% όπως ήδη 
περιγράφηκε. 
2.3.2.3 Ανοσοανίχνευση πρωτεϊνών  
Η  µεµβράνη επωάστηκε για 1 ώρα µε διάλυµα κορεσµού (5% γάλα σε σκόνη σε PBS  
και 0,1% Tween20) για τον κορεσµό των θέσεων δέσµευσης των πρωτεϊνών της 
µεµβράνης από τις πρωτεΐνες του γάλακτος  ώστε να  αποφευχθούν µη εξειδικευµένες 
κάθοδος άνοδος
Κατεύθυνση της
µεταφοράς πρωτεϊνών
∆ιάλυµα
µεταφοράς
νιτροκυτταρίνη
πηκτή
χαρτί
Πλαστική
υποστήριξη
σφουγγάρι
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αλληλεπιδράσεις του αντισώµατος µε τη µεµβράνη. Μετά την επώαση ακολούθησαν 
πλύσεις της µεµβράνης 3 φορές για 10 λεπτά µε PBS και 0,1% Tween20 (που  
χρησιµοποιήθηκε και σε όλους τους υπολοιπους χειρισµούς). 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 21: ∆ιάταξη του σάντουιτς πηκτής-µεµβράνης κατά τη µεταφορά πρωτεϊνών ηµι-ξηρής φάσης 
[147]. 
 
Στη συνέχεια η µεµβράνη επωάστηκε για 2 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου ή 
για 16 ώρες στους 4οC µε το 1ο αντίσωµα (αραιωµένο σε κατάλληλη συγκέντρωση). 
Ακολούθησαν 3 πλύσεις για 10 λεπτά για την αποµάκρυνση  του αντισώµατος που 
δεν δεσµεύτηκε στη µεµβράνη. Έπειτα η µεµβράνη επωάστηκε για  1 ώρα µε ένα 2ο 
αντίσωµα το οποίο αναγνωρίζει το 1ο αντίσωµα (αραιωµένο σε κατάλληλη 
συγκέντρωση) και ακολούθησαν οι απαραίτητες πλύσεις.  
Τα αντισώµατα καθώς και οι αραιώσεις τους που χρησιµοποιήθηκαν στα 
διάφορα πειράµατα παρουσιάζονται στον Πιν. 5. 
Η µεµβράνη στη συνέχεια επωάστηκε για ένα λεπτό µε διάλυµα που περιείχε 
10ml λουµινόλης (1,25 mM σε 0,1Μ Tris-Cl pH 8,5), 10 µl 3% Η2Ο2 και 100 µl 
κουµαρικού οξέος (6,8 mM σε DMSO). Στη συνέχεια καλύφθηκε µε διαφανή 
µεµβράνη και ακολούθησε έκθεση σε φωτογραφικό φιλµ Hyperfilm ECL 
(Amersham). Το φιλµ εµφανίστηκε µε τα αντιδραστήρια εµφάνισης (3 λεπτά επώαση 
στο διάλυµα ανάπτυξης (Κοdak), 3 λεπτά στο διάλυµα σταθεροποίησης (Kodak) και 
3 λεπτά σε νερό. 
  
Κατεύθυνση της
µεταφοράς
πρωτεϊνών
άνοδος
κάθοδος
χαρτί
χαρτί
νιτροκυτταρίνη
πηκτή
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Πρώτα Αντισώµατα Προέλευση Αραίωση Εταιρία
αντι-HIF-1α ποντίκι 1/500 BD Biosciences
αντι-ΑRNT ποντίκι 1/500 BD Biosciences
αντι-α-ακτίνη ΛΜ ποντίκι 1/400 Sigma
αντι-φωσφ.Akt κουνέλι 1/1000 Cell Signalling
p42-44 ΜΑΡΚ κουνέλι 1/1000 Cell Signalling
φωσφορ.p42-44 ΜΑΡΚ κουνέλι 1/1000 Cell Signalling
αντι-GST κατσίκα 1/1000 Amersham
αντι-tetra His ποντίκι 1/1000 Qiagen
αντι-5His-HRP ποντίκι 1/500 Qiagen
ΡΑΡ κουνέλι 1/1000 DAKO   
 
  
∆εύτερα Αντισώµατα Προέλευση Αραίωση Εταιρία
αντι-ΙgG ποντικού κατσίκα 1/3000 BioRad
αντι-IgG κουνελιού κατσίκα 1/3000 Cell Signalling
αντι-IgG κατσίκας ποντίκι 1/3000 Jackson Immunores.
αντι-IgG ποντικού-FITC κατσίκα 1/50 Amersham  
 
Πίνακας 5: Αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν κατά την ανοσοαποτύπωση στα διάφορα 
πειράµατα. Απεικονίζεται η προέλευση των αντισωµάτων, η αραίωση που χρησιµοποιήθηκαν καθώς 
και η εταιρία από την οποία προµηθεύτηκαν.  
 
2.4 ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ DNA ΜΕ ΤΗ 
∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ ΑΛΛΑΓΗΣ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΤΙΚΗΣ 
ΚΙΝΗΤΙΚΟΤΗΤΑΣ  
 
Η τεχνική αυτή, χρησιµοποιώντας ηλεκτροφόρηση πηκτής πολυακρυλαµιδίου 
σε µη αποδιατακτικές συνθήκες, επιτρέπει την ανίχνευση της σύνδεσης πρωτεϊνών σε 
συγκεκριµένη αλληλουχία του DNA. Πρωτεΐνες οι οποίες δεσµεύονται ειδικά σε ένα 
σηµασµένο κοµµάτι DNA αλλάζουν την κινητικότητα του κατά την ηλεκτροφόρηση, 
οδηγώντας σε διακριτές ζώνες που αντιστοιχούν στα σύµπλοκα πρωτεϊνών-DNA. Η 
µέθοδος αυτή εφαρµόζεται για την ανίχνευση σύνδεσης καθαρών πρωτεϊνών ή µη 
χαρακτηρισµένων παραγόντων από ένα εκχύλισµα κυττάρων σε συγκεκριµένη 
αλληλουχία DNA. Επίσης, επιτρέπει τον ποσοτικό προσδιορισµό της συγγένειας του 
συµπλόκου, τον καθορισµό των σταθερών σύνδεσης και αποσύνδεσης των 
συµπλόκων, καθώς και την ειδικότητα σύνδεσης πρωτεϊνών σε DNA αλληλουχίες 
[148]. 
Η παραπάνω µέθοδος χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της σύνδεσης του 
ανασυνδυασµένου µεταγραφικού παράγοντα HIF-1 ή τµηµάτων του σε ένα 18µερές 
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ολιγονουκλεοτίδιο που περιείχε την αλληλουχία HRE του 3΄ενισχυτή του γονιδίου 
της ερυθροποιητίνης. Τα βήµατα που ακολουθήθηκαν ήταν τα εξής:  
2.4.1  Παρασκευή ραδιοσηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου   
Τα ολιγονουκλεοτίδια που χρησιµοποιήθηκαν ήταν τα: 
-W18a:  5’-GCCCTACGTGCTGTCTCA-3’   
-M18a:  5’-GCCCTAAAAGCTGTCTCA-3’  
και τα συµπληρωµατικά τους:  
-W18c:  5΄-TGAGACAGCACGTAGGGC-3΄  
-M18c:  5΄-TGAGACAGCTTTTAGGGC-3΄ 
 Όλα τα ολιγονουκλεοτίδια αγοράστηκαν από την ΜWG.  
Για τη σήµανση του άκρου των ολιγονουκλεοτιδίων W18a και Μ18a έγινε 
επώαση 2,5 µl  γ-P32ATP (5000 Ci/mmol, της Amersham) µε 0,5 µl  
ολιγονουκλεοτιδίου (10 pmol/µl) και 0,5 µl ενζύµου T4-πολυνουκλεοτιδικής κινάσης 
(Fermentas) σε 10µl  διαλύµατος Α (50 mM Tris-Cl, pH 7,6, 10 mM MgCl2,5 mM 
DTT, 100 µΜ EDTA, 100 µΜ σπερµιδίνη). Η επώαση διήρκησε 1 ώρα στους  370C. 
Η αντίδραση τερµατίστηκε µε θέρµανση στους 680C για 10 λεπτά. 
Για να αποµακρυνθεί το ελεύθερο ραδιενεργό ΑΤΡ χρησιµοποιήθηκε το 
Nucleotide Removal Kit της Qiagen. Η ακριβής διαδικασία αναγράφεται λεπτοµερώς 
στο ειδικό έντυπο της εταιρίας (Qiaquick Spin Handbook,  2002) και στηρίζεται στην 
αρχή προσρόφησης του DNΑ σε µια µεµβράνη (silica gel) σε συνθήκες υψηλής 
αλατότητας.  
Με τη βοήθεια µετρητή ραδιενέργειας υπολογίστηκε το αρχικό ποσό 
ραδιενέργειας και το ποσοστό αυτής που δεσµεύτηκε τελικά στο DNA. Συγκεκριµένα 
δείγµατα 1 µl από τα παραπάνω βήµατα προσροφήθηκαν σε διηθητικά χαρτιά 
Whatman τα οποία τοποθετήθηκαν σε ειδικούς πλαστικούς σωλήνες µε 5 ml υγρού 
σπινθηρισµού (Zinsser)  των οποίων το ποσό  ραδιενέργειας µετρήθηκε σε µετρητή 
ραδιενέργειας τύπου Wallec 1409 liquid scintillation counter.  
Τα ραδιοσηµασµένα ολιγονουκλεοτίδια στη συνέχεια υβριδοποιήθηκαν µε τα 
αντίστοιχα µη ραδιοσηµασµένα συµπληρωµατικά τους. Για τον υβριδισµό 
χρησιµοποιήθηκαν 2 pmol του σηµασµένου ανιχνευτή από την παραπάνω µέθοδο µε 
10 pmol του συµπληρωµατικού ολιγονουκλεοτιδίου. Ακολούθησε επώαση για 5 
λεπτά στους 940C και για 10 λεπτά στους 560C. 
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2.4.2  ∆οκιµασία αλλαγής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας 
Χρησιµοποιήθηκε µη αποδιατακτική πηκτή, που περιείχε 4% ακρυλαµιδίου 
0,1% bis ακρυλαµιδίου, διάλυµα TGE (0,25 M Tris, 1,9 M glycine, 10 mM EDTA),  
0,0833% APS και 0,116% TEMED. Η  πηκτή προ-ηλεκτροφορήθηκε πριν την 
εισαγωγή των δειγµάτων στα 100 V για 1 ώρα. Κατά τη διάρκεια της προ-
ηλεκτροφόρησης της πηκτής έγινε η επώαση των πρωτεϊνών µε τον σηµασµένο 
δίκλωνο ανιχνευτή. Η αντίδραση περιείχε  200 ng πρωτεϊνικού υποστρώµατος και 7,5 
µg BSA σε ρυθµιστικό διάλυµα EMSA (10 mM Tris-Cl pH7.4, 50 mM KCl, 50 mM 
NaCl, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM MgCl2 10% γλυκερόλη). Ακολούθησε 
επώαση για 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια προστέθηκαν 8 fmoles 
ανιχνευτή (≈60.000cpm) και  40 ng poly dI-dC σε τελικό όγκο 15 µl και η αντίδραση 
επωάστηκε περαιτέρω για 30 λεπτά στους 40C ή σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Μετά το πέρας της επώασης πρωτεϊνών-DNA στα δείγµατα προστέθηκε 
διάλυµα επιφόρτωσης (0,033% µπλέ της βρωµοφαινόλης, 10% γλυκερόλη). Τα 
δείγµατα τοποθετήθηκαν στην πηκτή και ακολούθησε ηλεκτροφόρηση για 2 ώρες στα 
150 V σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια η πηκτή τοποθετήθηκε σε χαρτί 
Whatman για ξήρανση  υπό κενό για 1 ώρα. Ακολούθησε αυτοραδιογραφία σε φιλµ 
Κοdak BioMax MS στους -800C.  
2.5 ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΙΝ VITRO ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ  
Η αντίδραση φωσφορυλίωσης περιείχε ως υπόστρωµα 250-500 ng καθαρής 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης, 100-200 U ενεργοποιηµένης ανασυνδυασµένης p42 
MAP κινάσης (New England BioLabs), 100 µM ATP σε διάλυµα MAPK (50 mM 
Tris-Cl, 2 mM DTT, 1 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 0.01 % Brij, pH 7.5) σε τελικό 
όγκο 20 µl. Για την ανίχνευση της φωσφορυλίωσης µε αυτοραδιογραφία 
χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση 5 µCi [γ-P32] ATP (τελικής ειδικής ενεργότητας 
2500 µCi/µl). Η αντίδραση επωάστηκε για 30 λεπτά µε 1 ώρα στους 30oC και στη 
συνέχεια τα δείγµατα ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτικές συνθήκες.  
2.6 ∆ΗΜΙΟΥΡΓΙΑ ΚΑΙ ∆ΙΑΤΗΡΗΣΗ ΠΡΩΤΟΓΕΝΩΝ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ 
ΛΕΙΩΝ ΜΥΪΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΡΑΧΕΙΑΣ ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ 
Η δηµιουργία και διατήρηση πρωτογενών καλλιεργειών λείων µυϊκών 
κυττάρων αεραγωγών (ΛΜΚΑ) από τραχεία κουνελιού  έγινε σύµφωνα µε τα 
παρακάτω πρωτόκολλα: 
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2.6.1 Αποµόνωση λείων µυϊκών κυττάρων από τραχεία κουνελιού 
Ενήλικα κουνέλια θυσιάστηκαν µε Dolethal και η τραχεία τους (Εικ. 22α) 
αφαιρέθηκε κάτω από κατά το δυνατόν ασηπτικές συνθήκες. Ακολούθησε ξέπλυµα 
της τραχείας σε παγωµένο και αποστειρωµένο διάλυµα Krebs χαµηλού Ca+2 (139 mM 
NaCl, 5,4 mM KCl, 1,47 mM MgSO4, 11 mM γλυκόζη, 1,47 mM KH2PO4,  2,8 mM 
Na2HPO4, 1,4 mM NaHCO3, 0,2 mM CaCl2) και αποµάκρυνση του λίπους από τον 
ιστό. Εν συνεχεία, ο χόνδρος της τραχείας κόπηκε  ώστε να ανοίξει η τραχεία κατά 
µήκος, σε σηµείο απέναντι από τις λείες µυϊκές ίνες και το επιθήλιο αφαιρέθηκε µε 
αποστειρωµένο βαµβακοφόρο στειλεό. Τέλος αφαιρέθηκε και ο χόνδρος. 
Οι λείες µυϊκές ίνες (Εικ. 22β) ξεπλύθηκαν µε διάλυµα Krebs χαµηλού Ca+2 
και µεταφέρθηκαν σε 2 ml του ιδίου διαλύµατος που περιείχε 0,25% BSA, 2 mg/ml 
κολλαγενάση I και 10 U/ml ελαστάση IV. Ακολούθησε  επώαση  για 30 λεπτά στους 
370C µε ανάδευση. Μετά την επώαση ακολούθησαν 2 πλύσεις  µε διάλυµα Krebs 
χαµηλού Ca+2 µε ενδιάµεσες  φυγοκεντρήσεις 10 λεπτών στα 1000xg (40C) για την 
αφαίρεση του υπερκειµένου.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 22: Απεικόνιση τραχείας (α) και ηµικρικίου τραχείας (β) όπου διακρίνεται η θέση των λείων 
µυών.  
Ο ιστός καθώς και τα κύτταρα που αποκολλήθηκαν από την παραπάνω 
διαδικασία µεταφέρθηκαν εκ νέου σε 2 ml διαλύµατος Krebs χαµηλού Ca+2 που 
περιείχε 0,25% BSA, 1 mg/ml κολλαγενάση I και 20 U/ml ελαστάση IV και 
επωάστηκαν 45-60 λεπτά στους 370C µε ανάδευση. Μετά τη δεύτερη επώαση 
ακολούθησε πλύση µε θρεπτικό Dulbecco’s modified Eagle’s /Ham’s F12 (DMEM-
F12, GIBCO), το οποίο περιείχε L-γλουταµίνη, 10% FBS, 100 U/ml πενικιλίνη and 
100 g/ml στρεπτοµυκίνη. Ακολούθησε φυγοκέντρηση 10 λεπτών στα 1000-1200xg 
Λείος Μυς
α β
τραχεία
βλεννογόνος
δακτύλιος
υαλώδους
χόνδρου
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(40C) και αποµάκρυνση του υπερκειµένου. Το ίζηµα επαναιωρήθηκε σε θρεπτικό 
υλικό DMEM-F12 µε απαλό πιπετάρισµα για την αποκόλληση των χαλαρά 
συνδεδεµένων κυττάρων από τον ιστό. 
 
2.6.2 Kαθιέρωση καλλιεργειών λείων µυικών κυττάρων τραχείας 
Τα ΛΜΚΑ που αποµονώθηκαν τοποθετήθηκαν σε φλάσκες των 75 cm2 µε 
θρεπτικό υλικό DMEM-F12 το οποίο περιείχε L-γλουταµίνη, 10% FBS, 100 U/ml 
πενικιλίνη και 100 g/ml στρεπτοµυκίνη και επωάστηκαν στους 370C σε θάλαµο 
επώασης µε 5% CO2. (περίπου 5x104 κύτταρα ανά 2 ml θρεπτικού υλικού). Τα 
κύτταρα προσκολλήθηκαν στη φλάσκα σε 24 ώρες. Όταν τα κύτταρα γέµισαν τη 
φλάσκα αποκολλήθηκαν µε 0,2 % τρυψίνη. Ακολούθησαν επανακαλλιέργειες των 
κυττάρων σε φλάσκες ή σε τρυβλία καλλιεργειών των 10 cm. Τα πειράµατα 
διεξήχθησαν όταν τα ΛΜΚΑ βρίσκονταν στην 3η µε 6η ανακαλλιέργεια. 
 
2.6.3 Πάγωµα κυττάρων και επανέναρξη καλλιεργειών 
Για το πάγωµα των κυττάρων από µια καλλιέργεια ακολουθήθηκε η εξής 
διαδικασία: κύτταρα τα οποία ήταν προσκολληµένα σε µια φλάσκα ξεπλύθηκαν µε 
κρύο PBS. Στη συνέχεια προστέθηκε 1 ml 0,2% τρυψίνης σε  PBS και η φλάσκα 
επωάστηκε για 5 λεπτά στους 370C για να αποκολληθούν τα κύτταρα. Τα κύτταρα 
συλλέχθησαν σε 2 ml θρεπτικού υλικού ψύξης που περιείχε DMSO 
(διµεθυλοσουλφοξίδιο, GIBCO) και ακολούθησε µεταφορά σε ειδικούς 
µικροσωλήνες (cryotubes, Greiner)  και σταδιακή ψύξη τους στους -800C. 
Η επανέναρξη καλλιεργειών από τα αποθηκευµένα κύτταρα έγινε ως εξής: Τα 
παγωµένα κύτταρα ξεπάγωσαν γρήγορα µε θέρµανση τους στους 370C και στη 
συνέχεια προστέθηκαν σταγόνα σταγόνα 10 ml θρεπτικού υλικού DMEM-F12 που 
περιείχε  10% FBS. Ακολούθησε φυγοκέντρηση των κυττάρων στα 200xg για 3 
λεπτά και αφαίρεση του υπερκειµένου. Το ίζηµα των  κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 
10 ml θρεπτικού υλικού και µεταφέρθηκε σε φλάσκα για περαιτέρω επώαση  στους 
37 0C σε 5% CO2. 
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2.7 ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΠΡΩΤΟΓΕΝΩΝ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΩΝ ΛΕΙΩΝ ΜΥΙΚΩΝ 
ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΡΑΧΕΙΑΣ ΚΟΥΝΕΛΙΟΥ 
2.7.1 In vitro διαφοροποίηση 
Τα κύτταρα καλλιεργήθηκαν  ώστε να γεµίσουν όλη την επιφάνεια του 
τρυβλίου. Το θρεπτικό υλικό τους αφαιρέθηκε, ακολούθησε πλύση των κυττάρων  µε 
PBS και εν συνεχεία προστέθηκε στα κύτταρα θρεπτικό υλικό χωρίς ορό, το οποίο 
περιείχε 100 U/ml πενικιλίνη, 100 g/ml στρεπτοµυκίνη και µίγµα από ινσουλίνη (5 
µg/ml), τρανσφερίνη (5 µg/ml) και σελήνιo (5 ng/ml). Ακολούθησε περαιτέρω 
επώαση των κυττάρων στους 370C σε 5% CO2, για 3 µε 10 µέρες, µε ενδιάµεσες 
αλλαγές του θρεπτικού ανά 2 µέρες.  
2.7.2 Μελέτη της επαγωγής του ΗΙF-1α 
Η επαγωγή του HIF-1α στις καλλιέργειες των λείων µυϊκών κυττάρων 
προκλήθηκε µε προσθήκη στο τρυβλίο καλλιέργειας 100 µΜ CoCl2 (Sigma), 10% 
FBS (Gibco) ή µε επίδραση υποξίας (1-2% Ο2) µε τη βοήθεια θαλάµου υποξίας 
(Billups-Rothenberg). 
Η µελέτη της επαγωγής του HIF-1α στις καλλιέργειες των λείων µυϊκών 
κυττάρων έγινε µε προσθήκη  διαφόρων χηµικών ουσιών σε συγκεντρώσεις και για 
χρόνους που φαίνονται στον πίνακα 6. Όλες οι ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν 
της εταιρίας Sigma. Την ήµερα του πειράµατος έγινε αλλαγή του θρεπτικού υλικού  
µια ώρα πριν την προσθήκη των διαφόρων ουσιών.  
 
            ΟΥΣΙΑ                                  ∆ΡΑΣΗ                                ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ                   ΧΡΟΝΟΣ ΠΡΟΣΘΗΚΗΣ   
  ΚΥΚΛΟΕΞΙΜΙ∆ΙΟ          ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΜΕΤΑΦΡΑΣΗΣ           10 µg/ml Μετά την επαγωγή του ΗΙF-1α
  ΑΚΤΙΝΟΜΥΚΙΝΗ          ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗΣ           0,5 µg/ml 15 λεπτά πρίν την επαγωγή του HIF-1α
    WORTMANNIN         ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΡΙ3Κ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ          100-500 nM 15 λεπτά πρίν την επαγωγή του HIF-1α
             ΜG132         ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΠΡΩΤΕΟΣΩΜΑΤΟΣ             10 µΜ 4 ώρες                                                       
           LY 294002         ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΡΙ3Κ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ             50 µΜ 15 λεπτά πρίν την επαγωγή του HIF-1α
     ΡΑΠΑΜΥΚΙΝΗ         ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΡΙ3Κ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ             50 nM 30 λεπτά πρίν την επαγωγή του HIF-1α
               SNP                                 EKΛΥΣΗ ΝΟ                                 100 µΜ 1 ώρα πρίν την επαγωγή του  HIF-1α
        DETA-NO                              EKΛΥΣΗ ΝΟ                                100-1000 µΜ 1 ώρα πρίν την επαγωγή του HIF-1α
              NAC                            ΑΝΤΙΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ                          5 mM 2 ώρες πρίν την επαγωγή του HIF-1α
             DMOG   ΑΝΑΣΤΟΛΗ ΠΡΟΛΥΛ-Υ∆ΡΟΞΥΛΑΣΩΝ            1 mM 4 ώρες                                                             
 
Πίνακας 6: Χηµικές ουσίες που χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη της επαγωγής  του HIF-1α στα ΛΜΚΑ 
 
2.7.3 Παρασκευή πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων από ΛΜΚ 
Για την παρασκευή εκχυλίσµατος ολικής πρωτεΐνης από τα λεία µυϊκά 
κύτταρα ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: Αρχικά το τρυβλίο ξεπλύθηκε µε κρύο 
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PBS, το οποίο περιείχε 100 µg/ml του αναστολέα πρωτεασών PMSF. Στη συνέχεια τα 
κύτταρα αποκολλήθηκαν από το τρυβλίο σε 100µl διαλύµατος λύσης (20 mM Tris-Cl 
pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% Triton x-100, 100 µg/ml PMSF, 1 mM DTT, 1 mM 
Na3VO4, 10 mM β-glycerolphosphate) µε τη βοήθεια ειδικής σπάτουλας. Το λύµα 
µεταφέρθηκε σε σωλήνες τύπου eppendorff, επωάστηκε για 10 λεπτά στον πάγο και 
έπειτα φυγοκεντρήθηκε  στα 10000xg για 30 λεπτά στους 40C. Για την ανάλυση των 
δειγµάτων µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση προστέθηκε διάλυµα επιφόρτωσης 
και ακολούθησε θέρµανση των δειγµάτων στους 950C για 3 λεπτά. 
 
2.7.4 Μελέτη του ενδοκυτταρικού εντοπισµού πρωτεϊνών µε έµµεσο 
ανοσοφθορισµό  
Για την ανίχνευση ενδοκυττάριων πρωτεϊνών χρησιµοποιούνται  ειδικά 
αντισώµατα τα οποία αλληλεπιδρούν µε τα αντίστοιχα αντιγόνα τους που βρίσκονται 
στις διάφορες υποκυτταρικές περιοχές των ευκαρυωτικών κυττάρων. Στη συνέχεια 
επώαση των κυττάρων µε δεύτερα αντισώµατα ειδικά για τα πρώτα, τα οποία φέρουν 
συζευγµένες φθορίζουσες οµάδες επιτρέπει τον εντοπισµό των θέσεων των 
πρωτεϊνών στα κύτταρα. Ο φθορισµός επιτυγχάνεται µε την επίδραση φωτός 
κατάλληλου µήκους κύµατος. Η παρατήρηση γίνεται µε τη χρήση µικροσκοπίου το 
οποίο φέρει κατάλληλους  φακούς και φίλτρα απορρόφησης του φωτός [149]. 
Η τεχνική του έµµεσου ανοσοφθορισµού χρησιµοποιήθηκε για την 
ενδοκυτταρική ανίχνευση ΗΙF-1α και α-ακτίνης των λείων µυών σε καλλιέργειες 
λείων µυϊκών κυττάρων τραχείας. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: 
ΛΜΚΑ αναπτύχθηκαν σε αποστειρωµένες καλυπτρίδες διαµέτρου 12 mm  (την µέρα 
του πειράµατος τα κύτταρα κάλυπταν το 60%-80% της επιφάνειας της καλυπτρίδας). 
Τα κύτταρα στις καλυπτρίδες ξεπλύθηκαν  µε  PBS και µονιµοποιηθήκαν µε PBS/3% 
φορµαλδεύδη. Ακολούθησε νέα πλύση µε PBS και κατεργασία µε µίγµα PBS /1% 
Τriton X-100 για 15 λεπτά στους 40C. Στη συνέχεια έγινε κορεσµός των µη ειδικών 
θέσεων µε PBS-0,1% Tween 20-3% BSA για 1 ώρα στους 40C. Το πρώτο αντίσωµα 
(anti-α-ακτίνη λείων µυών σε αραίωση 1/400 ή anti-HIF-1α σε αραίωση 1/200) 
προστέθηκε για µια ώρα σε PBS-0,1% Tween/1% BSA, σε θερµοκρασία δωµατίου. 
Το αντίσωµα αποµακρύνθηκε µε 3 διαδοχικά πλυσίµατα µε PBS 0,1% Tween/1% 
BSA. Ακολούθησε επώαση µε το 2ο αντίσωµα (έναντι της ΙgG ποντικού συνδεδεµένο 
µε FITC σε αραίωση 1:50) για 30 λεπτά στους 40C. Το αντίσωµα αποµακρύνθηκε µε 
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διαδικασία όµοια µε αυτή που ακολουθήθηκε για το πρώτο αντίσωµα. Ακολούθησε 
µια τελευταία πλύση µε PBS και στιγµιαία εµβάπτιση σε H2O. Οι καλυπτρίδες στη 
συνέχεια τοποθετήθηκαν µε 2 µl vectashield (Vector laboratories) σε 
αντικειµενοφόρους και ακολούθησε παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού.    
 
2.7.5 Επιµόλυνση ευκαρυωτικών κυττάρων µε πλασµίδια pEGFP  
Η µέθοδος αυτή χρησιµοποιείται για την εισαγωγή πλασµιδιακού DNA σε 
ευκαρυωτικά κύτταρα θηλαστικών και την έκφραση των κλωνοποιηµένων γονιδίων 
[150]. 
Η  επιµόλυνση των ΛΜΚΑ έγινε µε τη βοήθεια του DΟΤΑΡ liposomal 
transfection kit της Roche και για την έκφραση του ανασυνδυασµένου GFP-HIF-1α ή 
της GFP τα κύτταρα επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pEGFP και  pEGFP-HIF-1α. 
Με τη µέθοδο αυτή η εισαγωγή των πλασµιδίων επιτυγχάνεται µε τη βοήθεια 
λιποσωµάτων. Συγκεκριµένα, το DNA παγιδεύεται σε σωµατίδια λιπιδίων τα οποία 
συντήκονται µε τη µεµβράνη των κυττάρων µεταφέροντας το έτσι εντός του 
κυττάρου.  
Η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: Το DNA που επρόκειτο να 
εισαχθεί κατακρηµνίστηκε µε αιθανόλη και επαναδιαλυτοποιήθηκε σε  Η2Ο (σε 
συγκέντρωση 0,3 µg/µl) πριν τις διαδικασίες του πειράµατος. ΛΜΚΑ αναπτύχθηκαν 
σε αποστειρωµένες καλυπτρίδες των 12 mm. Πριν τη διαδικασία της επιµόλυνσης 
έγινε ανανέωση του θρεπτικού υλικού των κυττάρων. Για τη δηµιουργία του µίγµατος 
επιµόλυνσης, 1,5 µg  DNA προστέθηκε σε 15 µl τελικού όγκου διαλύµατος HBS (20 
mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl). Σε ξεχωριστό σωλήνα προστέθηκαν 15 µl  
αντιδραστηρίου DOTAP σε 50 µl  τελικού όγκου HBS. Ακολούθησε ανάµιξη του  
DNA µε το µίγµα του DOTAP µε αργό πιπετάρισµα. Το νέο µίγµα που προέκυψε 
επωάστηκε 10-15 λεπτά στους 15-250C και στη συνέχεια προστέθηκε σε 1,5 ml 
θρεπτικού υλικού το οποίο περιείχε 10% FBS εµβρύου βοός. Τα κύτταρα 
επωάστηκαν µε το παραπάνω θρεπτικό υλικό για 6 ώρες. Μετά το πέρας των 6 ωρών 
έγινε αντικατάσταση µε νέο θρεπτικό υλικό ίδιας σύστασης και τα κύτταρα 
επωάστηκαν περαιτέρω για 24 µε 48 ώρες. Μετά την επώαση έγινε πλύση των 
καλυπτρίδων µε PBS και µονιµοποίηση τους µε PBS-3% φορµαλδεύδη. Η 
φορµαλδεύδη αποµακρύνθηκε µε διαδοχικές πλύσεις µε PBS και  Η2Ο µε τον τρόπο 
που περιγράφεται στην προηγούµενη παράγραφο. Τέλος οι καλυπτρίδες 
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τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρο µε 2µl vectashield (Vector laboratories) και 
ακολούθησε παρατήρηση σε µικροσκόπιο φθορισµού.                  
   
2.7.6  Μέτρηση µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α  
Η λουσιφεράση της πυγολαµπίδας (Photinus pyralis) είναι ένα ένζυµο το οποίο 
καταλύει την οξείδωση της λουσιφερίνης χρησιµοποιώντας ΑΤΡ και Mg+2 (Εικ. 23). 
Ταυτόχρονα µε την αντίδραση παράγεται φως του οποίου η ένταση µπορεί να 
µετρηθεί µε τη βοήθεια ενός λουµινοµέτρου. Η ιδιότητα αυτή της λουσιφεράσης 
οδήγησε στην ευρεία χρήση της ως γονίδιο αναφοράς [151].  
 
 
Εικόνα 23: Οξείδωση της λουσιφερίνης από το ένζυµο λουσιφεράση (Promega) 
 
Το παραπάνω σύστηµα χρησιµοποιήθηκε για την µέτρηση της µεταγραφικής  
ενεργότητας του HIF-1α σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ. Σαν πλασµίδιο αναφοράς 
χρησιµοποιήθηκε το pGL3-VEGF/5HRE το οποίο περιέχει 5 HRE στοιχεία του 
γονιδίου του VEGF στην 5΄ περιοχή του γονιδίου της λουσιφεράσης και σαν 
πλασµίδιο µάρτυρας για την απόδοση της επιµόλυνσης χρησιµοποιήθηκε το 
pUC19/β-gal το οποίο κωδικοποιεί για το ένζυµο της β-γαλακτοσιδάσης [152].  
Η επιµόλυνση των κυττάρων µε τα παραπάνω πλασµίδια έγινε µε το Fugene 6 
αντιδραστήριο της Roche το οποίο επιτρέπει την επιµόλυνση κυττάρων χωρίς τη 
χρήση ορού στο θρεπτικό υλικό. 3 µl αντιδραστηρίου Fugene επωάστηκαν για 5 
λεπτά µε 50 µl θρεπτικού DMEM χωρίς ορό και χωρίς αντιβιοτικά. Στη συνέχεια 
προστέθηκε 0,5 µg από κάθε πλασµίδιο και η επώαση συνεχίστηκε για άλλα 15 
λεπτά. Το µίγµα προστέθηκε στα κύτταρα που είχαν ήδη καλλιεργηθεί και 
διαφοροποιηθεί σε τρυβλία 12 θέσεων (διαµέτρου 22 mm) και ακολούθησε επώαση 
για 28 ώρες. Τα ΛΜΚΑ στη συνέχεια επωάστηκαν µε τους επαγωγείς του HIF-1α για 
18 ώρες. Τα κύτταρα σε κάθε θέση του τρυβλίου λύθηκαν µε 75 µl  διαλύµατος 
λύσης (περιέχεται στο luciferase assay System kit της Promega). Ακολούθησε 
στιγµιαία φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος των κυττάρων (20000xg) και µεταφορά 
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του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα µικροφυγοκέντρου. 20µl από το υπερκείµενο των 
κυττάρων αναµίχθηκαν µε 20 µl του διαλύµατος της λουσιφερίνης (του luciferase 
assay reagent, Promega) και το φως που παρήχθη µετρήθηκε  σε λουµινόµετρο. 
Για την µέτρηση  της ενεργότητας του γονιδίου µάρτυρα 20 µl από το 
υπερκείµενο των κυττάρων αναµίχθηκαν µε 200 µl µίγµατος (170 µl διαλύµατος lacZ  
(60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4, 40 mM β-
µερκαπταιθανόλης) + 30 µl ONPG 0,5 mg/ml, Sigma). Το µίγµα παρέµεινε στους 
300C µέχρι το χρωµατισµό του διαλύµατος σε κίτρινο. Η αντίδραση διακόπηκε µε 40 
µl ανθρακικού νατρίου 1 Μ. Η  µέτρηση της απορρόφησης των δειγµάτων έγινε στα 
420 nm. 
2.8 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΙΣΟ∆ΟΥ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΣΤΟΝ ΠΥΡΗΝΑ IN VITRO  
Με τη µέθοδο αυτή επιτυγχάνεται µια in vitro ανασύσταση του συστήµατος 
εισόδου πρωτεϊνών στον πυρήνα. Αρχικά,  καλλιέργεια κυττάρων HeLa υπόκειται σε 
κατεργασία µε το απορρυπαντικό διγιτονίνη. Η κατεργασία αυτή οδηγεί στη 
δηµιουργία διαπερατής κυτταροπλασµατικής µεµβράνης εξαιτίας της σύνδεσης της 
διγιτονίνης µε τα µόρια χοληστερόλης της µεµβράνης, ενώ η πυρηνική µεµβράνη 
µένει ανέπαφη. Τα διαλυτά στοιχεία του κυτταροπλάσµατος διαχέονται εκτός του 
κυττάρου µέσω της διάτρητης µεµβράνης. Στα «άδεια» πλέον κύτταρα προστίθενται 
in vitro τα απαραίτητα συστατικά για την είσοδο µιας πρωτεΐνης στον πυρήνα 
(ανασυνδυασµένες ιµπορτίνες, σύστηµα ενέργειας, RanGDP κ.λ.π.) καθώς και η προς 
έλεγχο (για την είσοδο της στον πυρήνα) φθορίζουσα ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη. 
Ακολουθεί παρατήρηση των κυττάρων σε µικροσκόπιο φθορισµού για τον 
ενδοκυτταρικό εντοπισµό της φθορίζουσας πρωτεΐνης. 
Το παραπάνω σύστηµα χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο της εισόδου του GFP-
HIF-1α στον πυρήνα παρουσία ή απουσία διαφόρων ιµπορτινών. Η διαδικασία που 
ακολουθήθηκε ήταν η εξής: Κύτταρα HeLa καλλιεργήθηκαν πάνω σε 
αποστειρωµένες καλυπτρίδες την προηγούµενη µέρα του πειράµατος. Την ηµέρα του 
πειράµατος τα κύτταρα ξεπλύθηκαν µε PBS και επωάστηκαν για 10 λεπτά µε 40 
µg/ml διγιτονίνης σε κρύο διάλυµα Α (20 mM Hepes pH 7,5, 110 mM οξικό κάλιο, 5 
mM οξικό µαγνήσιο, 250 mM σακχαρόζη). Ακολούθησαν 3 πλύσεις µε διάλυµα Α 
χωρίς διγιτονίνη. Στη συνέχεια πάνω σε κάθε καλυπτρίδα προστέθηκαν 40 µl 
µίγµατος που περιείχε 2 µΜ  ανασυνδυασµένης φθορίζουσας πρωτεΐνης, 2 µM από 
κάθε ανασυνδυασµένη ιµπορτίνη, µίγµα Ran (3 µΜ RanGDP, 0.3 µΜ NTF2, 0.2 µΜ 
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RanBP1 και 0.2 µΜ RNA 1p), σύστηµα ενέργειας (10 mM φωσφατάση της 
κρεατίνης, 0.5 mM ATP και GTP και 50 µg/ml κινάση της κρεατίνης) σε διάλυµα Α,  
για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Τα κύτταρα µετά την επώαση  
µονιµοποιήθηκαν µε 3.7% παραφορµαλδεύδης σε PBS για 10 λεπτά. Ακολούθησε 
πλύση µε PBS και H2O. Οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρο µε 2 µl 
vectashield και έγινε παρατήρηση τους σε συνεστιακό µικροσκόπιο φθορισµού. 
2.9 ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΕΩΝ ΜΕ 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ ΣΥΓΚΑΤΑΚΡΗΜΝΙΣΗΣ  
Η συγκατακρήµνιση συνιστά µία µέθοδο, που επιτρέπει τη διερεύνηση της 
δυνατότητας πρωτεϊνών να αλληλεπιδρούν µεταξύ τους και δίνει µία πρώτη εκτίµηση 
για το πόσο ισχυρή είναι η αλληλεπίδραση αυτή. Η τεχνική  αυτή στηρίζεται στη 
δυνατότητα καθήλωσης διαφόρων πρωτεϊνών οι οποίες φέρουν ειδικούς επιτόπους 
(π.χ GST ή 6xHis) στα σφαιρίδια των αντίστοιχων ρητινών χρωµατογραφίας (GSH-
Sepharose, Ni-NTA-Sepharose). Τα σφαιρίδια στη συνέχεια επωάζονται µε ένα 
πρωτεϊνικό εκχύλισµα ώστε να γίνει δυνατή η σύνδεση των καθηλωµένων πρωτεϊνών 
µε πρωτεΐνες µε τις οποίες εµφανίζουν αγχιστεία. Η αποµάκρυνση των σφαιριδίων 
από το εκχύλισµα γίνεται µε φυγοκέντρηση και στη συνέχεια τα σύµπλοκα των 
δεσµευµένων πρωτεϊνών εκλούονται απο τα σφαιρίδια µε τη βοήθεια SDS. 
Στην παρούσα εργασία ως µέσο καθήλωσης χρησιµοποιήθηκε η στήλη GSH-
Sepharose για τη δέσµευση του HIF-1α ή τµηµάτων του που είχαν εκφραστεί ως 
πρωτεΐνες σύντηξης µε την τρανσφεράση της γλουταθειόνης. Τα γενικά στάδια της 
διαδικασίας που ακολουθήθηκαν σε κάθε περίπτωση ήταν τα παρακάτω: Αρχικά 25 
µl  σφαιρίδιων GSH-Sepharose εξισορροπήθηκαν µε τρεις διαδοχικές πλύσεις, στους 
4°C, σε διάλυµα λύσης (αναφέρεται στο 2.2.3.2). Η δέσµευση των διαφόρων GST-
πρωτεΐνων (GST-HIF-1α ή τµηµάτων του) στα σφαιρίδια της ρητίνης έγινε παρουσία 
του ίδιου ρυθµιστικού, υπό ανακίνηση, στους 4°C για 2 ώρες. Το αδέσµευτο κλάσµα 
αποµακρύνθηκε µετά από φυγοκέντρηση στις 12000xg και τα σφαιρίδια της στήλης 
εξισορροπήθηκαν σε διάλυµα σύνδεσης (20 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 
mM (CH3COO)2Mg, 3 mM DTT) στους 4°C. Στη συνέχεια 700 µl υποτονικού 
εκχυλίσµατος κυττάρων HeLa, ή 5 µgr αποµονωµένων ιµπορτινών τα οποία 
βρίσκονταν σε διάλυµα σύνδεσης προστέθηκαν στα σφαιρίδια και επωάστηκαν σε 
µικροστήλες Μοbicol (Mobitec) για 3 ώρες στους 4οC. Μετά από φυγοκέντρηση στις 
12000xg και αποµάκρυνση του υπερκειµένου, ακολούθησαν 3 πλύσεις των 
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σφαιριδίων µε το διάλυµα σύνδεσης, στους 4°C. Τελικά, έγινε έκλουση των 
δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών µε προσθήκη 40 µl διαλύµατος επιφόρτωσης 
SDS-PAGE χωρίς DTT. Στα δείγµατα των πρωτεϊνών προστέθηκαν 25 mM DTT 
ακολούθησε θέρµανση τους στους 95οC για 5 λεπτά και ανάλυση µε SDS-PAGE. 
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3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΑΓΩΓΗΣ ΤΟΥ HIF-1α ΣΕ ΠΡΩΤΟΓΕΝΕΙΣ 
ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΛΕΙΩΝ ΜΥΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΤΩΝ ΑΕΡΑΓΩΓΩΝ 
(ΛΜΚΑ) ΣΥΝΘΕΤΙΚΟΥ ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΥ 
 
Ενώ ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α από την υποξία είναι γνωστός και 
συµβαίνει σε όλα τα κύτταρα του οργανισµού τελευταία βρέθηκε πως ο HIF-1α 
επάγεται και σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου σε διάφορους τύπους 
κυττάρων (αναφέρεται στο 1.3.2). Οι µηχανισµοί της µη υποξικής επαγωγής δεν 
έχουν ακόµη διευκρινιστεί πλήρως ενώ φαίνεται να εξαρτώνται άµεσα από τον τύπο 
των κυττάρων. 
Για τη µελέτη της επαγωγής και του µηχανισµού ενεργοποίησης του HIF-1α σε 
φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου χρησιµοποιήθηκαν λεία µυϊκά κύτταρα του 
άνω αναπνευστικού που προήλθαν από τραχεία κουνελιού. Για τις µελέτες 
χρησιµοποιήθηκαν δυο διαφορετικές συνθήκες. Πρώτον κύτταρα που καλλιεργούνται 
συνεχώς παρουσία ορού εµβρύου βοός και τα οποία παρουσιάζουν τον  συνθετικό 
φαινότυπο µε κύρια χαρακτηριστικά το συνεχή πολλαπλασιασµό και δεύτερον 
ΛΜΚΑ που έχουν υποστεί στέρηση ορού και τα οποία εµφανίζουν αναστολή του 
πολλαπλασιασµού και  χαρακτηρίζονται ως διαφοροποιηµένα γιατί παρουσιάζουν 
συσταλτές ιδιότητες. Σε αυτό το κεφάλαιο περιγράφεται η διερεύνηση της επαγωγής 
του HIF-1α  σε ΛΜΚΑ συνθετικού φαινοτύπου. 
 
3.1.1 Επαγωγή του ΗΙF-1α από CoCl2 
Η µελέτη ξεκίνησε µε την καθιέρωση πρωτογενών καλλιεργειών ΛΜΚ του 
άνω αναπνευστικού. Για το σκοπό αυτό, ΛΜΚΑ αποµονώθηκαν από τραχεία 
ενήλικου κουνελιού µε το πρωτόκολλο που περιγράφεται στις Μεθόδους. Τα κύτταρα 
αυτά αναπτύχθηκαν σε τρυβλία στους 37oC σε ατµόσφαιρα 5% CO2 και σε θρεπτικό 
υλικό DMEM-F12 που περιείχε ορό. Πριν το ξεκίνηµα των πειραµάτων έγινε έλεγχος 
των καλλιεργειών που δηµιουργήθηκαν για την πιστοποίηση του τύπου των 
κυττάρων. Με µικροσκοπία ανοσοφθορισµού και χρησιµοποιώντας ένα αντίσωµα 
έναντι της α-ακτίνης των λείων µυών βρέθηκε πως >95% των κυττάρων στην 
καλλιέργεια εξέφραζαν τη συγκεκριµένη πρωτεΐνη (Εικ. 24) και κατά συνέπεια ήταν 
λεία µυϊκά.  
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Στη συνέχεια ελέγχθηκε εάν είναι δυνατή η επαγωγή  του µεταγραφικού 
παράγοντα HIF-1α στα συγκεκριµένα κύτταρα µε ανάλυση των πρωτεϊνικών 
εκχυλισµάτων των ΛΜΚΑ µε  SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση. Ο έλεγχος για το 
ισοφόρτωµα των δειγµάτων έγινε µε ταυτόχρονη ανίχνευση της α-ακτίνης των λείων 
µυών.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 24: Μικροσκοπία ανοσοφθορισµού ΛΜΚ τραχείας µε µονοκλωνικό αντίσωµα έναντι της 
ανθρώπινης α-ακτίνης των λείων µυών. Φαίνονται τα κύτταρα που εκφράζουν τη συγκεκριµένη πρωτεΐνη 
σε µεγέθυνση 10x (α) και  40x (β). Η θέση των πυρήνων απεικονίζεται µετά από κατεργασία µε βαφή 
DAPI (γ, δ) 
 
 
Σε κύτταρα που καλλιεργήθηκαν σε φυσιολογική συγκέντρωση οξυγόνου 
(20%) τα επίπεδα του HIF-1α ήταν ελάχιστα ανιχνεύσιµα (Εικ. 25Α, διαδρ. 1&3). 
Αντίθετα, όταν τα κύτταρα επωάστηκαν για 4 ώρες µε 100 µΜ CoCl2, ο HIF-1α 
αυξήθηκε δραµατικά (Εικ. 25Α, διαδρ. 2). Παρόµοια αύξηση παρατηρήθηκε όταν τα 
κύτταρα υποβλήθηκαν σε υποξία (1% Ο2) (Εικ. 25Α, διαδρ. 4). Τα αποτελέσµατα 
αυτά επιβεβαιώθηκαν µε µικροσκοπία  ανοσοφθορισµού. Όπως φαίνεται στην Εικ. 
25Β σε φυσιολογική συγκέντρωση οξυγόνου ο ΗΙF-1α είναι σχεδόν µη ανιχνεύσιµος. 
Αντίθετα, µετά την προσθήκη CoCl2 για 4 ώρες τα επίπεδα του HIF-1α αυξήθηκαν 
σηµαντικά. Και στις δυο περιπτώσεις ο HIF-1α εντοπίστηκε κυρίως στον πυρήνα των 
κυττάρων.  
αντι-α-ακτίνη
ΛΜ DAPI
10x
40x
α
β
γ
δ
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Εικόνα 25: (Α) ΛΜΚΑ επωάστηκαν απουσία (διαδροµές 1, 3) ή παρουσία 100µΜ CoCl2 (διαδροµή 2) ή 
υποξίας (1%Ο2) (διαδροµή 4) για 4 ώρες. Τα  εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS-PAGE 
και ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-ακτίνης. 
(Β) Ενδοκυτταρικός εντοπισµός του HIF-1α µε µικροσκοπία ανοσοφθορισµού µε αντίσωµα έναντι του 
HIF-1α σε ΛΜΚΑ που επωάστηκαν απουσία (α) ή παρουσία (β) 100µΜ CoCl2 για 4ώρες.   
 
Για να διερευνηθεί η επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2, έγινε κινητική 
ανάλυση. Όπως φαίνεται στην Εικ. 26, η επαγωγή του HIF-1α ήταν ταχύτατη και 
εµφανής από τα πρώτα 30 λεπτά της επίδρασης µε  CoCl2. Η µέγιστη έκφραση του 
HIF-1α παρατηρήθηκε µετά από 4 ώρες επίδρασης µε CoCl2  και τα επίπεδα του 
έµειναν υψηλά µέχρι το τέλος της ανάλυσης στις 24 ώρες.  
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 26: ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε 100µΜ CoCl2  για τους ενδεικνυόµενους χρόνους και τα κυτταρικά 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση µε αντισώµατα έναντι του ανθρώπινου 
HIF-1α και της α-ακτίνης. 
-
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3.1.2 Ο ρόλος της πρωτεϊνοσύνθεσης  
Η επαγωγή του HIF-1α είναι πιθανόν να οφείλεται σε ενεργοποίηση της 
µεταγραφής του γονιδίου του HIF-1α, αύξηση του ρυθµού της µετάφρασης του 
mRNA του ή ακόµη και σε ένα µεταµεταφραστικό γεγονός όπως η αναστολή της 
αποικοδόµησης της συγκεκριµένης πρωτεΐνης. Είναι γενικά αποδεκτό ότι η επαγωγή 
του HIF-1α από την υποξία προκαλείται από τη σταθεροποίηση της πρωτεΐνης µέσω 
αναστολής της πρωτεόλυσης της [27, 153]. Μολαταύτα, άλλοι επαγωγείς του HIF-1α 
εκτός της υποξίας δεν δρούν µέσω του παραπάνω µηχανισµού, αλλά επιδρούν στην 
µεταγραφή ή µετάφραση του HIF-1α [51, 53, 57, 154-157]. 
Για να διερευνηθεί αν η επαγωγή του HIF-1α από CoCl2 οφείλεται σε 
αυξηµένη µεταγραφή του γονιδίου του HIF-1α, χρησιµοποιήθηκε ένας αναστολέας 
του µηχανισµού της µεταγραφής, η ακτινοµυκίνη D. ΛΜΚΑ προεπωάστηκαν για 15 
λεπτά µε ακτινοµυκίνη D, ακολούθησε επίδραση µε CoCl2 για 4 ώρες και ανάλυση 
των εκχυλισµάτων των κυττάρων. Όπως φαίνεται στην Εικ. 27  η ακτινοµυκίνη D δεν 
επηρέασε καθόλου την επαγωγή του HIF-1α, υποδεικνύοντας πως δεν απαιτείται η 
παραγωγή mRNA για την αύξηση των επιπέδων του HIF-1α από CoCl2. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 27: ΛΜΚΑ προεπωάστηκαν για 15 λεπτά χωρίς (διαδροµή 2) ή  µε 0,5 µg/ml ακτινοµυκίνη 
(διαδροµή 3) και στη συνέχεια προστέθηκαν 100µΜ CoCl2 (διαδροµές 2 και 3) για 4 ώρες. Τα 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµατα έναντι του ανθρώπινου 
HIF-1α και της α-ακτίνης. 
 
Αφού αποκλείστηκε το γεγονός ότι η επαγωγή του HIF-1α από CoCl2 
οφείλεται σε ενεργοποίηση της µεταγραφής του γονιδίου του, στη συνέχεια 
εξετάστηκε αν η πρωτεϊνική σύνθεση είναι απαραίτητη για την παρατηρούµενη 
επαγωγή, ελέγχοντας την επίδραση ενός αναστολέα της πρωτεϊνοσύνθεσης, του 
κυκλοεξιµιδίου. ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε CoCl2   για 4 ώρες, στη συνέχεια προστέθηκε 
το κυκλοεξιµίδιο και η επώαση των κυττάρων συνεχίστηκε για άλλα 15 έως 60 λεπτά 
-
+-
- +
+
HIF-1α
α-ακτίνη ΛΜ
CoCl2
Ακτινοµυκίνη D
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(Εικ. 28Α). Παρατηρήθηκε σταδιακή µείωση των επιπέδων του HIF-1α κατά την 
επίδραση του κυκλοεξιµιδίου στα κύτταρα. Όταν το CoCl2 αφαιρέθηκε από τα 
κύτταρα πριν την προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου η µείωση του HIF-1α ήταν παρόµοια 
µε αυτήν που παρατηρήθηκε  παρουσία CoCl2 (Εικ. 28Α, διαδρ. 3-5 και 6-8).  
Το προηγούµενο πείραµα επαναλήφθηκε µε τη διαφορά οτι το CoCl2 
αντικαταστήθηκε από τον αναστολέα του πρωτεοσώµατος MG132, ο οποίος 
σταθεροποιεί τον HIF-1α αναστέλλοντας την αποικοδόµηση του. Επώαση των 
ΛΜΚΑ µε MG132 για 4 ώρες οδήγησε σε αύξηση του HIF-1α (Εικ. 28Β, διαδρ. 2) η 
οποία ήταν  παρόµοια µε την αύξηση που παρατηρήθηκε από το CoCl2 (Εικ. 28Α, 
διαδρ. 2). Μετά την προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου τα επίπεδα του HIF-1α παρέµειναν 
υψηλά ακόµη και µετά από 60 λεπτά, (Εικ. 28, διαδρ. 5) δείχνοντας πως το MG132,  
σε αντίθεση µε το CoCl2, σταθεροποιεί τον HIF-1α. Αντίθετα όταν το MG132 
αποµακρύνθηκε από τα κύτταρα πριν την προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου τα επίπεδα 
του HIF-1α µειώθηκαν (Εικ. 28Β,  διαδρ. 6-8) µε ρυθµό περίπου παρόµοιο µε αυτόν 
του αντίστοιχου πειράµατος µε το CoCl2. Το παραπάνω αποτέλεσµα επιβεβαιώθηκε 
µε µικροσκοπία ανοσοφθορισµού. Ο HIF-1α που εµφανίστηκε στα κύτταρα µετά την 
επίδραση µε CoCl2 (Εικ. 28Γ, α), µειώθηκε σηµαντικά µετά την επώαση µε το 
κυκλοεξιµίδιο (Εικ. 28Γ, β). Αντίθετα, ο HIF-1α που εµφανίστηκε µετά την επίδραση 
µε το MG132 (Εικ. 28Γ, γ) δεν επηρεάστηκε από το κυκλοεξιµίδιο και την αναστολή 
της πρωτεϊνοσύνθεσης (Εικ. 28Γ, δ). 
Ο συνδυασµός των παραπάνω αποτελεσµάτων υποδεικνύει πως το CoCl2 δεν 
αναστέλλει την αποικοδόµηση του HIF-1α εφόσον η ηµιζωή του δεν µεταβάλλεται 
σηµαντικά παρουσία CoCl2. Συνολικά έχοντας αποκλείσει την µεταγραφή και τη 
σταθεροποίηση της πρωτεΐνης ως αιτίες της επαγωγής του HIF-1α από το CoCl2 , η 
αύξηση των επιπέδων του HIF-1α είναι δυνατόν να προέρχεται από την αύξηση της 
µετάφρασης του mRNA του. 
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Εικόνα 28: ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε 100 µΜ CoCl2 (Α) ή µε 10 µΜ MG132 (Β) για 4 ώρες. Στη συνέχεια 
προστέθηκε κυκλοεξιµίδιο (10 µg/ml) και η επώαση συνεχίστηκε παρουσία (+, διαδροµές 3-5) ή απουσία 
(-, διαδροµές 6-8) των επαγωγέων. Ακολούθησε ανάλυση των κυτταρικών εκχυλισµάτων µε SDS-PAGE 
και ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµατα για τον HIF-1α και την α-ακτίνη. Οι τιµές κάτω από τις διαδροµές 
παρουσιάζουν το λόγο του ποσού του HIF-1α προς το ποσό της ακτίνης, εκφρασµένο ως % ποσοστό σε 
σχέση µε τη διαδροµή 2 (πριν την προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου). (Γ) ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε 100 µΜ 
CoCl2 (α) ή µε 10 µΜ MG132 (γ) για 4 ώρες. Στη συνέχεια έγινε προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου και η 
επώαση συνεχίστηκε για άλλα 30 λεπτά παρουσία CoCl2 (β) ή ΜG132 (δ). Ακολούθησε ανάλυση µε 
µικροσκοπία ανοσοφθορισµού χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του HIF-1α. 
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3.1.3 Ο ρόλος των ενεργών ριζών οξυγόνου (ROS) και του µονοπατιού της 
ΡΙ3Κ  
Προηγούµενες δηµοσιεύσεις υποστηρίζουν πως η µετάφραση του mRNA του 
HIF-1α βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του σηµατοδοτικού µονοπατιού της κινάσης 
της φωσφατίδυλο-ινοσιτόλης-3 (ΡΙ-3Κ) [154-157]. Έχει επίσης προταθεί πως οι 
ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) είναι δυνατόν µέσω  του ΡΙ-3Κ µονοπατιού να 
οδηγούν στην επαγωγή του HIF-1α [66]. Για να διερευνηθεί εάν το µονοπάτι της ΡΙ-
3Κ εµπλέκεται στην επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2 στα ΛΜΚΑ, 
χρησιµοποιήθηκαν οι ουσίες LY294002 και βορτµανίνη (wortmannin) οι οποίες είναι 
αναστολείς του συγκεκριµένου µονοπατιού. Κατεργασία των ΛΜΚΑ τόσο µε  
βορτµανίνη (Εικ. 29Α) όσο και µε  LY294002 (Εικ. 29Β) µείωσαν σηµαντικά τα 
επίπεδα επαγωγής του HIF-1α από το CoCl2. Ιδιαίτερα για τη βορτµανίνη δείχθηκε 
πως η µείωση των επαγόµενων επιπέδων του HIF-1α από το CoCl2 ήταν εξαρτώµενη 
των δόσεων του αναστολέα (Εικ. 29Α, διαδρ. 3-5).   
 
  
 
 
 
 
 
Εικόνα 29: ΛΜΚΑ προεπωάστηκαν για 15 λεπτά µε 100-500 nM Βορτµανίνης (Wortmannin) (Α) ή 50 
µΜ LY294002 (B) πριν την επίδραση µε  CoCl2  για 4 ώρες. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε 
SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-
ακτίνης. 
 
Επιπλέον, όταν προστέθηκε στα κύτταρα το αντιοξειδωτικό NAC (Ν-
ακέτυλο-κυστεϊνη), προκλήθηκε αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από το CoCl2 
(Εικ. 30, διαδρ. 3), υποδεικνύοντας πως η παραγωγή ή η παρουσία ROS είναι 
απαραίτητη για την αύξηση της σύνθεσης του HIF-1α που προκαλείται από το CoCl2.
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Εικόνα 30: ΛΜΚΑ προεπωάστηκαν παρουσία (διαδροµή 3) ή απουσία (διαδροµή 2) 5 mM NAC για 2 
ώρες πριν την προσθήκη 100 µΜ CoCl2 για 4 ώρες. Εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS-
PAGE και ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-
ακτίνης των λείων µυών. 
 
3.1.4 Ο ρόλος του ΝΟ  
Τα βιβλιογραφικά δεδοµένα δεν είναι οµόφωνα σχετικά µε την επίδραση που 
έχει το ΝΟ στην επαγωγή του HIF-1α και υπάρχουν αναφορές τόσο για αρνητική 
όσο και  για θετική επίδραση του ΝΟ [158-160]. Για τον έλεγχο της δράσης του ΝΟ 
στην επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2 στα ΛΜΚΑ,  χρησιµοποιήθηκε αρχικά η 
ουσία SNP (Sodium Nitroprusside) ως δότης ΝΟ. Προσθήκη SNP στο θρεπτικό 
καλλιέργειας πριν την επίδραση του CoCl2 ανέστειλε πλήρως την επαγωγή του HIF-
1α που προκλήθηκε από το CoCl2 (Εικ. 31Α, διαδρ. 3). Επειδή το  SNP δηµιουργεί  
υποπροϊόντα  κατά την έκλυση του ΝΟ τα οποία πιθανόν να επιδρούν στην 
κυτταρική απόκριση στην υποξία [100] δοκιµάστηκε επιπλέον σαν δότης ΝΟ η 
ουσία DETA-NO. Σε αντίθεση µε το SNP η προσθήκη DETA-NO µαζί µε το CoCl2 
οδήγησε σε αύξηση των επιπέδων του HIF-1α, µεγαλύτερη από αυτή που προκάλεσε 
το κοβάλτιο µόνο του (Εικ. 31Β, διαδρ. 3 και 4). Επιπρόσθετα, το DETA-NO 
οδήγησε σε επαγωγή του HIF-1α ακόµη και απουσία CoCl2 (Εικ. 31Β, διαδρ. 2). 
Άρα φαίνεται πως στη συγκεκριµένη περίπτωση το ΝΟ επιδρά θετικά στην επαγωγή 
του HIF-1α. 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 31: ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε  100 µΜ SNP (Α, διαδρ. 3) ή  1 mM DETA-NO (Β,  διαδρ. 2 και 4) 
για 1 ώρα και στη συνέχεια ακολούθησε επώαση  για 4 ώρες απουσία (Β, διαδρ. 2) ή παρουσία 100 µΜ 
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CoCl2 (Α,  διαδρ. 2,3 και Β, διαδρ. 3,4). Τα εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-ακτίνης. 
 
3.2 ∆ΙΕΡΕΥΝΗΣΗ ΤΗΣ ΕΠΑΓΩΓΗΣ ΤΟΥ ΗΙF-1α ΣΕ ∆ΙΑΦΟ-
ΡΟΠΟΙΗΜΕΝΑ ΛΜΚΑ  
 
3.2.1 Επαγωγή του ΗΙF-1α  
Τα ΛΜΚ δεν είναι οµοιογενή αλλά παρουσιάζουν διαφορετικούς φαινοτύπους 
µε ξεχωριστά µορφολογικά, βιοχηµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά. Η 
πλαστικότητα αυτή στη µορφή και τη λειτουργία εντοπίζεται και σε πρωτογενείς 
καλλιέργειες ΛΜΚ και επηρεάζεται απο τις συνθήκες καλλιέργειας και κυρίως απο 
την παρουσία ή απουσία ορού από το µέσο καλλιέργειας. Συγκεκριµένα, η απουσία 
ορού οδηγεί στην αναστολή του πολλαπλασιασµού και στην απόκτηση ενός 
φαινοτύπου µε συσταλτικά χαρακτηριστικά γι’αυτό τα κύτταρα αυτά 
χαρακτηρίζονται σαν «διαφοροποιηµένα» [126]. Η επαναπροσθήκη ορού σε αυτά τα 
κύτταρα οδηγεί σε µετάπτωσή τους στο συνθετικό φαινότυπο. Για αυτούς τους 
λόγους κρίθηκε σηµαντικό να µελετηθεί  η επαγωγή του HIF-1α όχι µόνο στα 
συνθετικά ΛΜΚΑ αλλά και στα διαφοροποιηµένα προκειµένου να σχηµατιστεί µια 
ολοκληρωµένη εικόνα της δράσης του HIF-1α στη φυσιολογία των ΛΜΚΑ. 
Η επαγωγή της διαφοροποίησης έγινε ως εξής: ΛΜΚΑ καλλιεργήθηκαν 
παρουσία ορού και όταν κάλυψαν όλη την επιφάνεια του τρυβλίου αντικαταστήθηκε 
το θρεπτικό τους υλικό µε αντίστοιχο που δεν περιείχε ορό παρά µόνο τα απαραίτητα 
συστατικά για την επιβίωση τους όπως  ινσουλίνη, τρανσφερίνη και σελήνιο. Τα 
κύτταρα επωάστηκαν απουσία ορού για τ3 µε 10 µέρες.  
Με µικροσκοπία  ανοσοφθορισµού παρατηρήθηκε πως τα κύτταρα που 
καλλιεργήθηκαν υπό στέρηση ορού για 10 µέρες (Εικ. 32A) παρουσίασαν 
διαφορετική µορφολογία σε σχέση µε τα κύτταρα συνθετικού φαινοτύπου (Εικ. 32B) 
µε κύριο χαρακτηριστικό την επιµήκυνση των κυττάρων. Η αλλαγή αυτή ήταν ήδη 
εµφανής από τις 3 µέρες επώασης απουσία ορού. Επαναπροσθήκη  ορού στο µέσο 
καλλιέργειας για 4 ώρες (Εικ. 32Γ) οδήγησε εκ νέου σε µορφολογική αλλαγή µε 
τάση των κυττάρων για επανάκτηση της αρχικής τους µορφής. 
. 
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Εικόνα 32: Μικροσκοπία ανοσοφθορισµού ΛΜΚΑ τα οποία καλλιεργήθηκαν παρουσία 10% ορού 
εµβρύου βοός (1) ή απουσία ορού για 10 µέρες (2) µε επακόλουθη προσθήκη ορού για 4 ώρες (3), 
χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι της ανθρώπινης α-ακτίνης των λείων µυών. Οι τιµές δεξιά 
αντιστοιχούν στη µεγέθυνση που χρησιµοποιήθηκε. 
 
  Επώαση των διαφοροποιηµένων ΛΜΚΑ µε 100 µΜ CoCl2 για 4 ώρες 
οδήγησε σε επαγωγή του HIF-1α  (Εικ. 33Α, διαδρ. 2). Όταν στην καλλιέργεια των 
διαφοροποιηµένων κυττάρων επαναπροστέθηκε 10% ορός για το ίδιο χρονικό 
διάστηµα ανιχνεύθηκε επίσης παρόµοια επαγωγή του HIF-1α (Εικ. 33Α, διαδρ. 3). Η 
επαγωγή του ΗΙF-1α ενισχύθηκε σηµαντικά όταν στην καλλιέργεια προστέθηκαν 
CoCl2 και ορός ταυτόχρονα (Εικ. 33Α, διαδρ. 4). 
Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώθηκαν και µε µικροσκοπία  
ανοσοφθορισµού. Συγκεκριµένα σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ (Εικ. 33Β, α) η 
πρωτεΐνη ήταν µη ανιχνεύσιµη ενώ µετά την προσθήκη CoCl2 (Εικ. 33Β, β) ή ορού 
(Εικ. 33Β, γ) για 4 ώρες ο HIF-1α εµφανίστηκε κυρίως στον πυρήνα των κυττάρων 
αλλά και στο κυτταρόπλασµα. Όταν στα κύτταρα προστέθηκε για τον ίδιο χρόνο 
CoCl2 και ορός ταυτόχρονα τα ενδοκυττάρια ποσά του HIF-1α αυξήθηκαν περαιτέρω 
(Εικ. 33Β, δ) και ο HIF-1α εντοπίστηκε αποκλειστικά στον πυρήνα των κυττάρων. 
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x 40
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Εικόνα 33: Ανάλυση της έκφρασης του HIF-1α σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ µε ανοσοαποτύπωση (A) και 
µικροσκοπία ανοσοφθορισµού (B) χρησιµοποιώντας αντίσωµα έναντι του HIF-1α ή της α-ακτίνης πριν 
(A, διαδρ. 1, B, α) ή µετά την προσθήκη  100 µΜ CoCl2 (A, διαδρ. 2, B,  β) ή 10% ορού (A, διαδρ. 3, B, 
γ) ή και των δυο (A, διαδρ. 4, B,. δ).  
 
Για να διερευνηθεί περαιτέρω η επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2 και τον 
ορό έγινε κινητική ανάλυση. Όπως φαίνεται στην Εικ. 34, η επαγωγή του HIF-1α 
ήταν εµφανής από την 1 ώρα επώασης µε τον ορό ή το CoCl2. Η µέγιστη έκφραση 
της πρωτεΐνης παρατηρήθηκε και στις δύο περιπτώσεις στις 4 ώρες επώασης ενώ 
σηµαντικά επίπεδα του HIF-1α παρέµειναν µέχρι το τέλος της ανάλυσης, δηλαδή στις  
48 ώρες επίδρασης µε τους δύο επαγωγείς.  
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Εικόνα 34: ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε 10% ορό (Α) ή 100µΜ CoCl2 (Β)  για τους 
ενδεικνυόµενους χρόνους και τα κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-ακτίνης. 
 
3.2.2 ∆ιερεύνηση του ρόλου της σταθεροποίησης 
Για να εξακριβωθεί ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α από κοβάλτιο ή ορό 
σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ χρησιµοποιήθηκαν ουσίες που προκαλούν 
σταθεροποίηση του HIF-1α όπως ο αναστολέας των πρόλυλο-υδροξυλασών DMOG 
και ο αναστολέας του πρωτεοσώµατος MG132. Συγκεκριµένα, διαφοροποιηµένα 
ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε ορό, CoCl2 ή και τα δυο απουσία ή παρουσία των δύο 
αναστολέων (Εικ. 35). Τόσο το DMOG όσο και το MG132 (Εικ. 35, διαδρ. 5 και 9) 
προκάλεσαν αύξηση του ΗΙF-1α. Όταν στα κύτταρα  προστέθηκε CoCl2 ταυτόχρονα 
µε DMOG ή MG132 (Εικ. 35, διαδρ. 6 και 10) τα επίπεδα του HIF-1α δεν 
µεταβλήθηκαν σε σχέση µε αυτά που παρατηρήθηκαν στην προηγούµενη περίπτωση. 
Αντίθετα, όταν προστέθηκε ορός ταυτόχρονα µε DMOG ή MG132 (Εικ. 35, διαδρ. 7 
και 11) η αύξηση των επιπέδων του HIF-1α ήταν µεγαλύτερη από αυτή που 
προκάλεσε µόνο του το DMOG ή το MG132 και δεν άλλαξε σηµαντικά όταν εκτός 
από τον ορό και το DMOG ή το MG132 στα κύτταρα προστέθηκε και CoCl2 (Εικ. 35, 
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διαδρ. 8 και 12). Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν πως το CoCl2 έχει 
παρόµοια δράση µε αυτή των δύο αναστολέων της αποικοδόµησης. Αντίθετα ο ορός 
φαίνεται να δρα µε ένα διαφορετικό µηχανισµό εφόσον αυξάνει την επαγωγή του 
HIF-1α που παρατηρείται  εξαιτίας της σταθεροποίησης του από το DMOG ή το 
MG132. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 35: Επαγωγή του HIF-1α σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ χρησιµοποιώντας (+) 100 µM CoCl2, 
10% ορό ή και τα δυο, απουσία (διαδροµές 1-4) ή παρουσία 1 mM DMOG (διαδροµές 5-8) ή 10 µΜ 
MG132 (διαδροµές 9-12) για 4 ώρες. Τα εκχυλίσµατα των κυττάρων αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α και της α-ακτίνης των 
λείων µυών. 
 
3.2.3 Ο ρόλος της σύνθεσης του HIF-1α 
Για να διερευνηθεί αν η επαγωγή του HIF-1α από CoCl2 ή ορό στα 
διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ οφείλεται σε αυξηµένη µεταγραφή του γονιδίου του HIF-
1α, χρησιµοποιήθηκε η ακτινοµυκίνη D. Όπως φαίνεται στην Εικ. 36,  η 
ακτινοµυκίνη D δεν επηρέασε την επαγωγή του HIF-1α από CoCl2 (Εικ. 36, διαδρ. 5), 
ενώ αντίθετα ανέστειλλε πλήρως την επαγωγή του HIF-1α από τον ορό (Εικ. 36, 
διαδρ. 6). Στην περίπτωση που η επαγωγή του HIF-1α προκλήθηκε από την 
ταυτόχρονη προσθήκη CoCl2 και ορού η αναστολή της µεταγραφής δεν επηρέασε 
σηµαντικά τα επίπεδα του HIF-1α (Εικ. 36, διαδρ. 7). Φαίνεται από τα παραπάνω  
πως η επαγωγή του HIF-1α από τον ορό απαιτεί τη διαδικασία της µεταγραφής 
πιθανόν για την παραγωγή του mRNA του HIF-1α. 
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Εικόνα 36: ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επωάστηκαν, όπου υποδεικνύεται (+), για 15 min µε ακτινοµυκίνη 
D (0.5 µg/ml).  Στη συνέχεια προστέθηκαν 100 µM CoCl2, ή 10% FBS ή CoCl2 και FBS για 4 ώρες. Τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του 
HIF-1α και της α-ακτίνης των λείων µυών.  
 
Στη συνέχεια εξετάστηκε αν η πρωτεϊνική σύνθεση είναι απαραίτητη για την 
επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2 ή τον ορό στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ. Για το 
λόγο αυτό ελέγχθηκε η επίδραση του κυκλοεξιµιδίου. ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ 
επωάστηκαν µε τους επαγωγείς  για 4 ώρες, στη συνέχεια προστέθηκε το 
κυκλοεξιµίδιο και η επώαση των κυττάρων συνεχίστηκε για άλλα 15 έως 60 λεπτά 
(Εικ. 37Α). Στην περίπτωση που η επαγωγή του HIF-1α προκλήθηκε από τον ορό η 
προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου προκάλεσε σηµαντική µείωση του HIF-1α (Εικ. 37Α,  
διαδρ. 2-5). Αντίθετα η επαγωγή του HIF-1α που προκλήθηκε από το CoCl2 
επηρεάστηκε λιγότερο από το κυκλοεξιµίδιο, όπως φαίνεται στην Εικ. 37Β. 
Το ίδιο πείραµα επαναλήφθηκε χρησιµοποιώντας ως επαγωγέα το DMOG, το 
οποίο σταθεροποιεί τον HIF-1α αναστέλλοντας την αποικοδόµηση του. Επώαση 
διαφοροποιηµένων ΛΜΚΑ µε DMOG για 4 ώρες οδήγησε σε αύξηση του HIF-1α 
(Εικ. 37Γ, διαδρ. 2) και µετά την προσθήκη του κυκλοεξιµιδίου παρατηρήθηκε 
µείωση του  HIF-1α (Εικ. 37Γ, διαδρ. 5) παρόµοια µε αυτή που εµφανίστηκε στην 
περίπτωση του CoCl2.  
Η σύγκριση των παραπάνω αποτελεσµάτων υποδεικνύει πως το CoCl2 στα 
διαφοροποιηµένα κύτταρα δρα µε παρόµοιο τρόπο µε αυτόν του DMOG δηλαδή 
αναστέλλει την αποικοδόµηση του HIF-1α. Αντίθετα  η επαγωγή του HIF-1α από τον 
ορό απαιτεί νέα σύνθεση του HIF-1α τόσο σε µεταγραφικό όσο και σε µεταφραστικό 
επίπεδο. 
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Εικόνα 37: ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε 10% ορό (A), 100 µM CoCl2 (Β) ή 1 mM DMOG 
(Γ) για 4 ώρες. Στη συνέχεια προστέθηκε κυκλοεξιµίδιο (10 µg/ml) κσι η επώαση συνεχίστηκε για 0, 15, 
30 ή 60 λεπτά (διαδροµές 2-5). Τα πρωτεινικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε ανοσοαποτύπωση 
χρησιµοποιώντας αντίσωµατα έναντι του HIF-1α και της α-ακτίνης. 
 
3.2.4 Ο ρόλος των µονοπατιών της ΡΙ-3Κ και των ΜΑΡ κινασών   
Για να διερευνηθεί εάν το µονοπάτι της ΡΙ-3Κ εµπλέκεται στην επαγωγή του 
HIF-1α από το CoCl2 και τον ορό στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ, χρησιµοποιήθηκε ο 
αναστολέας της PI-3K LY294002. Κατά την προσθήκη ορού παρατηρήθηκε αύξηση 
της µορφής της Αkt, υποδεικνύοντας ενεργοποίηση του µονοπατιού της ΡΙ-3Κ (Εικ. 
38Α, διαδρ. 3 & 4). Αντίστοιχη αύξηση δεν παρατηρήθηκε παρουσία CoCl2. Και στις 
δύο περιπτώσεις η φωσφορυλιωµένη µορφή της Αkt µειώθηκε σηµαντικά µετά την 
προσθήκη LY294002 (Εικ. 38Α, διαδρ. 5-7). Επιπλέον παρατηρήθηκε πως το 
LY294002 ανέστειλε σηµαντικά την επαγωγή του HIF-1α από τον ορό (Εικ. 38Α, 
διαδρ. 3 & 6) ενώ δεν είχε καµία επίδραση στην επαγωγή του HIF-1α από το CoCl2 
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(εικόνα 38-Α διαδροµές 2 και 5). Το LY294002 µείωσε επίσης την επαγωγή του HIF-
1α που προήλθε από την συνδυασµένη δράση του CoCl2 και του ορού (Εικ. 38Α, 
διαδρ. 4 & 7).  
Τα παραπάνω αποτελέσµατα επιβεβαιώθηκαν µε τη χρήση ενός άλλου µορίου 
που συµµετέχει στην αναστολή του µονοπατιού της ΡΙ3Κ, της ραπαµυκίνης. 
Συγκεκριµένα η ραπαµυκίνη δεν είχε καµία δράση πάνω στην επαγωγή του HIF-1α 
από το CoCl2 (Εικ. 38Β, διαδρ. 2 & 4) ενώ ελάττωσε σε σηµαντικό βαθµό την 
επαγωγή του HIF-1α από τον ορό (Εικ. 38Β, διαδρ. 3 & 5).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 38: ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε τους αναστολείς του PI-3K µονοπατιού LY294002 
(50 µΜ) για 15 λεπτά (Α) και ραπαµυκίνη (50 nΜ)  για 30 λεπτά (Β). Η επώαση συνεχίστηκε για ακόµη 4 
ώρες παρουσία CoCl2 (100 µM) ή 10%  ορού ή και των δυο. Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε 
SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α, της α-
ακτίνης και της φωσφορυλιωµένης Akt. 
 
Εκτός από το µονοπάτι της PI-3K έχει βρεθεί πως και άλλα σηµατοδοτικά 
µονοπάτια όπως αυτό των  ΜΑΡ κινασών  εµπλέκονται στο µηχανισµό επαγωγής του 
HIF-1α δρώντας είτε στο ρυθµό σύνθεσης του ή στην ενεργοποίηση της 
µεταγραφικής του δράσης [56]. Για να εξακριβωθεί αν οι MAP κινάσες εµπλέκονται 
στην επαγωγή του HIF-1α στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ χρησιµοποιήθηκε το 
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PD98059 ως αναστολέας του συγκεκριµένου µονοπατιού. Οι φωσφορυλιωµένες p42-
44 ΜΑΡ κινάσες, οι οποίες µαρτυρούν την ενεργοποίηση του µονοπατιού,  
ανιχνεύτηκαν µόνο µετά από την επίδραση του ορού και όχι από την επίδραση του 
CoCl2. Το PD98059 ανέστειλε σε µικρό βαθµό τη φωσφορυλίωση αυτή  (Εικ. 39, 
διαδρ. 6) αλλά δεν επηρέασε σε ανιχνεύσιµο βαθµό την επαγωγή του HIF-1α από το 
CoCl2 (Εικ. 39, διαδρ. 2 & 3) ή τον ορό (Εικ. 39, διαδρ. 5 & 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 39: ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επωάστηκαν µε ή χωρίς τον αναστολέα PD98059 (50 µΜ) για 1 
ώρα και η επώαση συνεχίστηκε για ακόµη 4 ώρες παρουσία 100 µM CoCl2  (διαδροµές 2 και 3) ή 10%  
ορού (διαδροµές 5 και 6). Τα κυτταρικά εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση 
χρησιµοποιώντας αντίσωµατα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α, της φωσφορυλιωµένης και µη 
φωσφορυλιωµένης µορφής των p42-44 MAP κινασών και της α-ακτίνης. 
 
3.2.5 Επαγωγή της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α από ορό ή CoCl2 
Για να εξακριβωθεί αν ο HIF-1α που επάγεται στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ 
είναι λειτουργικός έγινε µέτρηση της µεταγραφικής του ενεργότητας 
χρησιµοποιώντας ένα πλασµίδιο αναφοράς µε 5 HRE στον υποκινητή του γονιδίου 
της λουσιφεράσης. ∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια 
αναφοράς  και ακολούθησε επώαση για 28 ώρες. Στη συνέχεια προστέθηκαν οι 
επαγωγείς του HIF-1α και µετά από 18 ώρες έγινε µέτρηση της δράσης 
λουσιφεράσης. Όταν τα κύτταρα επωάστηκαν µε ορό η δράση λουσιφεράσης 
αυξήθηκε κατά 4 περίπου φορές (Εικ. 40Β) σε σχέση µε τη δράση που παρατηρήθηκε 
απουσία ορού. Όταν προστέθηκε CoCl2  στα κύτταρα εµφανίστηκε ενεργότητα 
λουσιφεράσης 10 φορές µεγαλύτερη από αυτή των κυττάρων µαρτύρων. Η 
ενεργότητα αυξήθηκε περαιτέρω (22 φορές) όταν τα κύτταρα επωάστηκαν 
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ταυτόχρονα µε CoCl2 και ορό. Όταν σαν επαγωγέας χρησιµοποιήθηκε το DMOG η 
ενεργότητα λουσιφεράσης αυξήθηκε κατά 64 περίπου φορές. Όταν προστέθηκε ορός 
παράλληλα µε το DMOG η αύξηση έφτασε τις 92 φορές. Από τα παραπάνω 
συµπεραίνεται ότι τόσο ο ορός όσο και το CoCl2 οδηγούν στην επαγωγή µεταγραφικά 
ενεργού HIF-1α. Επιπλέον η συνδυασµένη δράση ορού και CoCl2, ή ορού και DMOG 
φαίνεται να είναι συνεργιστική, υποδεικνύοντας δύο ανεξάρτητους µηχανισµούς 
επαγωγής του HIF-1α. Τέλος παρόλο που το DMOG και το CoCl2 επάγουν τον HIF-
1α µέσω αναστολής της αποικοδόµησής του, το DMOG φαίνεται να είναι πιο 
δραστικό από το CoCl2 όσον αφορά στη µεταγραφική ενεργότητα του HIF-1α, 
πιθανόν διότι το DMOG αποτελεί αποτελεσµατικότερο αναστολέα τόσο των 
προλυλο-υδροξυλασών όσο και της FIH-1 από ό,τι το CoCl2.   
                               
 
 
Εικόνα 40: ∆οκιµασία µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α µε τη βοήθεια γονιδίων αναφοράς. 
∆ιαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια  pGL3-5HRE και pUC19/β-gal και µετά από 
28 ώρες επωάστηκαν χωρίς ή µε 10% ορό, 100 µΜ CoCl2  , CoCl2  και ορό ταυτόχρονα, 10 mM DMOG, 
DMOG και ορό µαζί για 18 ώρες. Κάθε τιµή είναι ο Μ.Ο 3 ανεξάρτητων πειρaµάτων που το καθένα 
πραγµατοποιήθηκε εις τριπλούν. Οι τιµές φωταύγειας εξοµαλύνθηκαν προς τις τιµές της β-
γαλακτοσιδάσης και εκφράστηκαν ως φορές αύξησης σε σχέση  µε τις τιµές των κυττάρων µαρτύρων. 
∗∗∗  : p<0,001, ∗: p<0,5 
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3.3 ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ HIF-1α ΚΑΙ ARNT ΣΕ 
ΒΑΚΤΗΡΙΑ 
 
Για να µελετηθεί σε µοριακό επίπεδο ο µηχανισµός ενεργοποίησης και 
δράσης του HIF-1α είναι απαραίτητο να υπάρχει διαθέσιµος σε ικανοποιητικές 
ποσότητες καθαρός HIF-1α. Επειδή η παραγωγή και αποµόνωση ανθρώπινου HIF-1α 
από κύτταρα θηλαστικών είναι µια πολύ δύσκολη και επίπονη διαδικασία έγινε 
προσπάθεια παραγωγής και αποµόνωσης ανασυνδυασµένου ανθρώπινου HIF-1α από 
βακτήρια. 
 
3.3.1 Κατασκευή βακτηριακών φορέων έκφρασης και παραγωγή 
ανασυνδυασµένου ΗΙF-1α  
Η παραγωγή ανασυνδυασµένου HIF-1α πλήρους µεγέθους σε βακτήρια δεν 
είχε αναφερθεί στη διεθνή βιβλιογραφία. Για το λόγο αυτό και προκειµένου να 
βρεθούν οι βέλτιστες συνθήκες για την έκφραση και τον καθαρισµό σταθερού και 
διαλυτού HIF-1α, χρησιµοποιήθηκαν εξ αρχής διάφορα συστήµατα έκφρασης σε 
E.coli.  
Από τον πλασµιδιακό φορέα pCR2.1-TOPO-TA, ο οποίος περιείχε 
κλωνοποιηµένο το cDNA του HIF-1α, έγιναν  υποκλωνοποιήσεις του HIF-1α στους 
φορείς έκφρασης pQE-60, zzpQE-60, pQE-80L και H10GFP. Οι φορείς αυτοί 
κωδικοποιούν για έναν επίτοπο ιστιδινών επιτρέποντας καθαρισµό της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης µέσω χρωµατογραφίας ακινητοποιηµένων µετάλλων. 
Μετά το µετασχηµατισµό των πλασµιδίων που έφεραν το cDNA του HIF-1α  σε 
κατάλληλα E.coli στελέχη, έγινε επαγωγή της σύνθεσης της πρωτεΐνης  µε IPTG. 
Ακολούθησε λύση των κυττάρων και καθαρισµός των ανασυνδυασµένων πρωτεϊνών 
σε µικρή κλίµακα µε τη βοήθεια σφαιριδίων Ni-NTA-Sepharose. 
  Στην περίπτωση του pQE60-HIF-1α κωδικοποιείται η χιµαιρική πρωτεΐνη 
HIF-1α-His (Εικ. 41Α). Παρατηρήθηκε πως η έκφραση της πρωτεΐνης ήταν µικρή και 
ανιχνεύσιµη µόνο µε ανοσοαποτύπωση και όχι µε χρώση Coomassie (Εικ. 41Β, 
διαδρ. 4). Επίσης κατά τη διαδικασία αποµόνωσής της µέσω ρητίνης Ni-NTA-
Sepharose δεν ανακτήθηκε η πλήρους µεγέθους πρωτεΐνη αλλά µια µικρότερη µορφή 
της µεγέθους 85kDa (Εικ. 41Γ). Όπως φαίνεται στις διαδρ. 6-10 της Εικ. 41Γ η 
µορφή αυτή  αναγνωρίζεται από το αντίσωµα αντι-His το οποίο αναγνωρίζει τον 
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επίτοπο στο C-τελικό άκρο του HIF-1α, υποδεικνύοντας πως το αµινοτελικό άκρο της 
πρωτεΐνης υπέστη αποικοδόµηση. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 41: (Α) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
πλασµίδιο pQE60-HIF-1α. (Β) Ε.coli κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο pQE60-HIF-1α επωάστηκαν 
απουσία (-, διαδρ. 1 & 3) ή παρουσία IPTG (+, διαδρ. 2 & 4) και τα αντίστοιχα  πρωτεινικά εκχυλίσµατα 
αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και χρώση Coomassie ή ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντίσωµα 
έναντι του ανθρώπινου HIF-1α. Το βέλος δείχνει τη θέση της πρωτεΐνης HIF-1α-His. (Γ) Το 
οµογενοποίηµα (διαδρ. 1 & 6), ίζηµα (διαδρ. 2 & 7) και υπερκείµενο (διαδρ. 3 & 8) των κυττάρων που 
επωάστηκαν παρουσία IPTG καθώς και το αδέσµευτο κλάσµα (διαδρ. 4 & 9) και το έκλουσµα της Ni-
NTA-Sepharose (διαδρ. 5 & 10) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, χρώση Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε 
αντίσωµα έναντι του His-επιτόπου. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της 85kDa πρωτεΐνης και οι αριθµοί 
αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
 
Στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκε η κατασκευή pQE80-HIF-1α η οποία οδηγεί  
σε έκφραση πρωτεΐνης µε επίτοπο ιστιδινών στο αµινοτελικό της άκρο (Εικ. 42Α). 
Στην περίπτωση αυτή αν και η έκφραση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης ήταν 
µεγαλύτερη, γιατί η πρωτεΐνη ήταν ανιχνεύσιµη µε χρώση Coomassie (Εικ. 42Β, 
διαδρ. 2), διαπιστώθηκε µετά τη λύση των κυττάρων πως η πρωτεΐνη ήταν τελείως 
αδιάλυτη (Εικ. 42Β, διαδρ. 6 & 9). 
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Εικόνα 42: (Α) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
πλασµίδιο pQE80-HIF-1α. (Β) Ε.coli κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο pQE80-HIF-1α επωάστηκαν 
απουσία (-, διαδρ. 1 & 3) ή παρουσία IPTG (+, διαδρ. 2 & 4) και τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 
αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, χρώση Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου 
HIF-1α. Στη συνέχεια έγινε λύση των κυττάρων και το οµογενοποίηµα (διαδρ. 5 & 8) το ίζηµα (διαδρ. 6 
& 9) και το διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 7 & 10)  αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, χρώση Coomassie ή 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του ανθρώπινου HIF-1α. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών 
βαρών (σε kDa). 
 
Από την κατασκευή zzpQE60-HIF-1α κωδικοποιείται η πρωτεΐνη ProtA-HIF-
1α-Ηis (Εικ. 43Α). Όπως φαίνεται στην Εικ. 43Β η πρωτεΐνη εκφράστηκε σε µικρά 
σχετικά επίπεδα (διαδρ. 4) και ήταν διαλυτή (Εικ. 43Γ, διαδρ. 8). Κατά την 
προσπάθεια αποµόνωσής της όµως µέσω χρωµατογραφίας Ni-NTA-Sepharose 
ανακτήθηκε µόνο ένα µικρό µέρος της, το οποίο ήταν ανιχνεύσιµο µε 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα που προσδένεται στην Protein A (Εικ. 43Γ, διαδρ. 10) 
και ελάχιστα µε βαφή µε Coomassie (Εικ. 43Γ, διαδρ. 5). 
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Εικόνα 43: (Α) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
πλασµίδιο zzpQE60-HIF-1α. (Β) Ε.coli κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο zzpQE60-HIF-1α 
επωάστηκαν απουσία (-, διαδρ. 1 & 3) ή παρουσία IPTG (+, διαδρ. 2 & 4) και τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι 
του ανθρώπινου HIF-1α. (Γ) Το οµογενοποίηµα (διαδρ. 1 & 6), ίζηµα (διαδρ. 2 & 7) και το δαιλυτό 
κλάσµα (διαδρ. 3 & 8)  των κυττάρων που εξέφραζαν την πρωτεΐνη καθώς και το αδέσµευτο κλάσµα 
(διαδρ. 4 & 9) και το έκλουσµα της Ni-NTA-Sepharose (διαδρ. 5 & 10) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, 
βαφή µε Coomassie και ανοσοαποτύπωση µε το ΡΑΡ αντίσωµα. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών 
βαρών (σε kDa). 
 
Τα τρία παραπάνω συστήµατα, εξαιτίας των προβληµάτων που παρουσίασαν, 
δεν χρησιµοποιήθηκαν για καθαρισµό του HIF-1α σε µεγάλη κλίµακα. Τελικά 
δοκιµάστηκε η κατασκευή pHis-GFP-HIF-1α. Η κατασκευή αυτή  κωδικοποιεί για 
µια χιµαιρική πρωτεΐνη η οποία έχει έναν επίτοπο 10 ιστιδινών καθώς και την 
φθορίζουσα GFP πρωτεΐνη στο αµινοτελικό της άκρο (Εικ. 44Α). Έτσι 
προστατεύεται το αµινοτελικό άκρο του HIF-1α από έναν ογκώδη επίτοπο όπως η 
GFP και είναι δυνατός ο καθαρισµός του HIF-1α µέσω του επιτόπου των ιστιδινών. Η 
πρωτεΐνη αυτή εκφράστηκε ικανοποιητικά όπως φαίνεται στη διαδρ. 2 της Εικ. 44Β. 
Επιπλέον ένα σηµαντικό µέρος της πρωτεΐνης ήταν διαλυτό (διαδρ. 4 & 7) και 
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ανακτήθηκε από τη στήλη Ni-NTA-Sepharose (διαδρ. 5 & 8). Ωστόσο το κλάσµα που 
προέκυψε µετά την αποµόνωση δεν ήταν τελείως καθαρό αφού περιείχε πολλές 
πρωτεΐνες του E.coli, οι οποίες δεσµεύτηκαν µη ειδικά στη στήλη Ni-NTA-
Sepharose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 44: (A) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
πλασµίδιο pHis-GFP-HIF-1α. (B) Ε.coli κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο pHis-GFP-HIF-1α 
επωάστηκαν απουσία (-, διαδρ. 1) ή παρουσία IPTG (+, διαδρ. 2) και τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coοmassie. Το οµογενοποίηµα (διαδρ. 3 & 6) και 
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το διαλυτό κλάσµα των κυττάρων (διαδρ. 4 & 7) καθώς και το έκλουσµα της Ni-NTA-Sepharose (διαδρ. 
5 & 8) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του 
HIF-1α. (Γ) Στη συνέχεια το έκλουσµα µεταβιβάστηκε σε στήλη Superdex S-200 και τα κλάσµατα που 
συλλέχθησαν αναλύθηκαν µε  SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών 
βαρών (σε kDa). 
 
Προκειµένου να αποµακρυνθούν αυτές οι πρωτεΐνες  το έκλουσµα 
διαβιβάστηκε σε στήλη µοριακής διήθησης τύπου Sephacryl S-200 (Εικ. 44Γ). Τα 
κλάσµατα της στήλης που αναλύθηκαν στις διαδρ. 2-10 και περιείχαν κυρίως µια 
πρωτεΐνη 145kDa η οποία αντιστοιχεί στο His10-GFP-HIF-1α, συλλέχθησαν και 
συµπυκνώθηκαν. 
Η πρωτεΐνη αυτή  αποµονώθηκε σε µεγάλη κλίµακα µε απόδοση 0,1 mg 
ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης ανά λίτρο βακτηριακής καλλιέργειας. 
Τέλος το cDNA του HIF-1α κλωνοποιήθηκε στον βακτηριακό φορέα 
pGEX4T-1 µε αποτέλεσµα να κωδικοποιεί τη χιµαιρική GST-HIF-1α (Εικ. 45Α).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 45: (A) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το  
πλασµίδιο pGEX4T1-Tev-HIF-1α. (B) Ε.coli κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο pGEX4T1-Tev-HIF-
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1α επωάστηκαν απουσία (-, διαδροµή 1) ή παρουσία IPTG (+, διαδροµή 2) και τα αντίστοιχα πρωτεϊνικά 
εκχυλίσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coοmassie. Το οµογενοποίηµα (διαδρ. 3 & 6) και 
το διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 4 & 7) των κυττάρων καθώς και το έκλουσµα της στήλης GSH-Sepharose 
(διαδρ. 5 & 8) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα 
έναντι του HIF-1α. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά 
αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
 
Τα επίπεδα έκφρασης της GST-HIF-1α ήταν ανάλογα µε αυτά της H10-GFP-
HIF-1α (Εικ. 45Β, διαδρ. 2). Σηµαντικό κλάσµα της πρωτεΐνης ήταν διαλυτό (διαδρ. 
4 & 7) και ανακτήθηκε από τη στήλη GSH-Sepharose (Εικ. 45Β, διαδρ. 5 & 8). Το 
έκλουσµα όπως φαίνεται µε βαφή µε Coomassie (Εικ. 45Β, διαδρ. 5) περιείχε µια 
πρωτεΐνη  µεγέθους 135kDa που αντιστοιχεί στο GST-HIF-1α. Με ανοσοαποτύπωση 
όµως (Εικ. 45Β, διαδρ. 8) ανιχνεύθηκε η ύπαρξη προϊόντων πρωτεόλυσης του GST-
HIF-1α.  
Η πρωτεΐνη αυτή αποµονώθηκε σε µεγάλη κλίµακα µε απόδοση παρόµοια µε 
αυτή της πρωτεΐνης His10-GFP-HIF-1α, δηλαδή 0,1mg ανασυνδυασµένου HIF-1α 
πλήρους µεγέθους ανά λίτρο βακτηριακής καλλιέργειας. 
 
3.3.2 Κατασκευή βακτηριακών φορέων έκφρασης και παρασκευή 
ανασυνδυασµένου ΑRNT 
 
Αντίθετα µε τον HIF-1α, η παραγωγή ανασυνδυασµένου ARNT σε βακτήρια 
έχει αναφερθεί αρκετές φορές στη διεθνή βιβλιογραφία. Για την έκφραση και 
αποµόνωση του ARNT χρησιµοποιήθηκε αρχικά το πλασµίδιο pARNT/GEX4T-3 το 
οποίο κωδικοποιεί για τη χιµαιρική πρωτεΐνη GST-ARNT [132]. Σε προκαταρκτικά 
πειράµατα έκφρασης και αποµόνωσης του GST-ARNT παρατηρήθηκε πως η 
έκφραση της πρωτεΐνης σε βακτήρια ήταν µικρή και η ανάκτηση καθαρής GST-
ARNT δεν ήταν δυνατή εξαιτίας της εκτεταµένης πρωτεόλυσης της κατά τη 
διαδικασία αποµόνωσης. 
Για την εφαρµογή αποδοτικότερου συστήµατος έκφρασης, το cDNA του 
ARNT κλωνοποιήθηκε στο πλασµίδιο pET24d-GST-Tev. Το συγκεκριµένο 
πλασµίδιο κωδικοποιεί για τον επίτοπο της GST (Εικ. 46Α) µέσω του οποίου είναι 
δυνατή η αποµόνωση της πρωτεΐνης. Επιπρόσθετα η επαγωγή του κλωνοποιηµένου 
γονιδίου βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του ισχυρού υποκινητή Τ7. Μολαταύτα, τα 
επίπεδα της πρωτεΐνης που εκφράστηκαν και σε αυτήν την περίπτωση ήταν πολύ 
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µικρά (Εικ. 46Β, διαδρ. 5)  ενώ κατά την προσπάθεια αποµόνωσης ανακτήθηκε GST-
ARNT πλήρους µεγέθους (120 kDa) ανιχνεύσιµος µόνο µε ανοσοαποτύπωση και όχι 
µε βαφή µε Coomassie (Εικ. 46Β, διαδρ. 8). Και σε αυτή την περίπτωση η 
πρωτεόλυση του GST-ARNT ήταν εµφανής σε όλα τα στάδια του καθαρισµού 
(διαδρ. 5-8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 46: (A) Σχηµατική αναπαράσταση της χιµαιρικής πρωτεΐνης που κωδικοποιείται από το 
πλασµίδιο pET24d-GST-ARNT. (Β) Κύτταρα που περιείχαν το πλασµίδιο pET24d-GST-ARNT 
επωάστηκαν µε IPTG, στη συνέχεια λύθηκαν και το οµογενοποίηµα (διαδρ. 1 & 5) ίζηµα (διαδρ. 2 & 6) 
και το διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 3 & 7) των κυττάρων καθώς και το έκλουσµα της GSH-Sepharose (διαδρ. 
4 & 8) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του 
ARNT. Τα βέλη δείχνουν τη θέση της ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν 
στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
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3.4 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΙΚΑΝΟΤΗΤΑΣ ∆ΙΜΕΡΙΣΜΟΥ ΤΩΝ 
ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΩΝ ΗΙF-1α ΚΑΙ ARNT ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΩΝ 
ΕΤΕΡΟ∆ΙΜΕΡΩΝ ΤΟΥΣ    
 
Αφού επιτεύχθηκε η παραγωγή και αποµόνωση τόσο του ανασυνδυασµένου 
HIF-1α όσο και του ARNT στη συνέχεια ελέγχθηκε αν οι δύο πρωτεΐνες είναι 
λειτουργικές αρχικά όσον αφορά την ικανότητα που έχουν να διµερίζονται µεταξύ 
τους in vitro.        
   
3.4.1 Ανίχνευση του διµερισµού του ΗΙF-1α µε τον ARNT µέσω 
χρωµατογραφίας αγχιστείας  
Προκαταρκτικά πειράµατα έδειξαν πως ο HIF-1α δεν συνδέεται 
αποτελεσµατικά στον ARNT όταν επωαστούν µαζί in vitro. Για να επιτευχθεί 
παραγωγή του ετεροδιµερούς του HIF-1 δοκιµάστηκε η συνέκφραση των δύο 
πρωτεϊνών σε βακτήρια. Σε κύτταρα που περιείχαν τα πλασµίδια που κωδικοποιούν 
για τον His10-GFP-HIF-1α και τον GST-ARNT  έγινε επαγωγή µε IPTG και το 
διαλυτό κυτταρικό εκχύλισµα διαβιβάστηκε µέσω στήλης Νi-ΝΤΑ-Sepharose. 
Ακολούθησε έκλουση των δεσµευµένων στη στήλη πρωτεϊνών µε ιµιδαζόλιο και 
ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση. Όπως φαίνεται στην Εικ. 47Α (διαδρ. 1) το κλάσµα 
της έκλουσης περιείχε τον His10-GFP-HIF-1α, κάτι το οποίο ήταν αναµενόµενο αφού 
ο HIF-1α περιέχει τον επίτοπο ιστιδινών.   
Χρησιµοποιώντας  αντίσωµα έναντι του ARNT και της GST (διαδρ. 2 & 3) 
παρατηρήθηκε πως το ίδιο κλάσµα περιείχε και ΑRNT, τόσο πλήρους µεγέθους όσο 
και µικρότερες πρωτεολυµένες µορφές του. Πειράµατα ελέγχου µε κύτταρα στα 
οποία συνεκφράστηκε ο His10-GFP-HIF-1α µαζί µε τη GST έδειξαν πως η GST δεν 
δεσµεύεται στα σφαιρίδια Ni-NTA-Sepharose.  
Συµπεραίνεται λοιπόν πως ο GST-ARNT  συναποµονώνεται µε τον  His10-
GFP-HIF-1α σε στήλη Ni-NTA-Sepharose εξαιτίας δηµιουργίας του συµπλόκου µε 
τον HIF-1α (Εικ. 47Β). Κατά συνέπεια είναι δυνατός ο ετεροδιµερισµός των δύο 
πρωτεϊνών όταν αυτές εκφράζονται στα ίδια βακτηριακά κύτταρα. 
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Εικόνα 47: (Α) ∆ιαλυτό εκχύλισµα κυττάρων που παράγουν His10-GFP-HIF-1α και GST-ARNT 
διαβιβάστηκε σε σφαιρίδια Ni-NTA-Sepharose και το έκλουσµα αναλύθηκε µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του HIF-1α (1), του ARNT (2) και της GST (3). 
Τα βέλη δείχνουν τη θέση των His10-GFP-HIF-1α και GST-ARNT και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν 
στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). (Β) Σχηµατική αναπαράσταση της αποµόνωσης 
του συµπλόκου His10- GFP-HIF-1α/GST-ARNT απο κύτταρα που εκφράζουν τις δύο πρωτεΐνες.  
 
Για να επιβεβαιωθούν τα παραπάνω, εκχύλισµα των κυττάρων όπου 
εκφράστηκαν ταυτόχρονα His10-GFP-HIF-1α και GST-ARNT διαβιβάστηκε  σε 
στήλη GSH-Sepharose και το έκλουσµα της στήλης αναλύθηκε µε ανοσοαποτύπωση 
(Εικ.  48Α). Όπως αναµενόταν το κλάσµα περιείχε GST-ΑRΝΤ και πρωτεολυµένα 
τµήµατα  του (διαδρ. 1 & 2) που προσδέθηκαν στα σφαιρίδια µέσω του GST επιτόπου 
τους. Το κλάσµα όµως επιπλέον περιείχε His10-GFP-HIF-1α (διαδρ. 3) η παρουσία 
του οποίου είναι δυνατόν να εξηγηθεί µέσω της δέσµευσης του στο GST-ΑRΝΤ (Εικ. 
48Β). 
Για να δοκιµαστεί αν είναι δυνατή η πλήρης αποµόνωση του συµπλόκου 
His10-GFP-HIF-1α/GST-ARNT από τα ελεύθερα συστατικά του  έγινε το εξής 
πείραµα: Το διαλυτό εκχύλισµα κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν οι δυο πρωτεΐνες 
διαβιβάστηκε πρώτα σε στήλη Ni-NTA-Sepharose και στη συνέχεια το έκλουσµα της 
στήλης µε ιµιδαζόλιο διαβιβάστηκε σε σφαιρίδια GSH-Sepharose και ακολούθησε 
νέα έκλουση µε GSH. 
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Εικόνα 48: (Α) ∆ιαλυτό εκχύλισµα κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν οι πρωτεΐνες His10-GFP-HIF-1α 
και GST-ARNT διαβιβάστηκε σε στήλη GSH-Sepharose και το έκλουσµα της στήλης µε GSH αναλύθηκε 
µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του ARNT (1), της GST (2) 
και του HIF-1α (3). Τα βέλη δείχνουν τη θέση των His10-GFP-HIF-1α και GST-ARNT πρωτεϊνών και οι 
αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa).  (Β) Σχηµατική 
αναπαράσταση της αποµόνωσης του συµπλόκου His10-GFP-HIF-1α/ GST-ARNT µέσω σφαιριδίων GSH- 
Sepharose.  
 
Όπως φαίνεται στην Εικ. 49Α το έκλουσµα της στήλης Ni-NTA-Sepharose 
περιείχε His10-GFP-HIF-1α πλήρους µεγέθους (διαδρ. 1) καθώς και GST-ARNT ή 
πρωτεολυµένες µορφές του (διαδρ. 4). Το έκλουσµα της δεύτερης στήλης περιείχε τις 
ίδιες µορφές του GST-ARNT (διαδρ. 6) οι οποίες προσδέθηκαν µέσω των GST 
επιτόπων τους αλλά και His10-GFP-HIF-1α που προφανώς ήταν συνδεδεµένος µε τις 
µορφές αυτές (διαδρ. 3). Αντίστοιχα, το αδέσµευτο κλάσµα της στήλης GSH- 
Sepharose περιείχε τον ελεύθερο His10-GFP-HIF-1α (διαδρ. 2). Η παραπάνω 
διαδικασία παρουσιάζεται σχηµατικά στην Εικ. 49Β.   
 
3.4.2 Αποµόνωση του συµπλόκου ΗΙF-1α/ARNT  
Με τον παραπάνω τρόπο αποδείχθηκε ότι είναι  δυνατός τόσο ο διµερισµός 
του HIF-1α µε τον ARNT όταν οι δύο πρωτεΐνες συνεκφραστούν στα ίδια κύτταρα 
όσο και  η ανάκτηση του συµπλόκου των πρωτεϊνών ΗΙF-1α/ARNT. Στο τελικό όµως 
παρασκεύασµα υπήρχαν και µικρότερα σύµπλοκα εκτός από αυτό του πλήρους 
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Εικόνα 49: (Α) ∆ιαλυτό εκχύλισµα κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν οι  His10-GFP-HIF-1α και GST-
ARNT διαβιβάστηκε σε στήλη Ni-NTA-Sepharose και στη συνέχεια το έκλουσµα µε ιµιδαζόλιο 
διαβιβάστηκε σε στήλη GSH-Sepharose. Κλάσµατα έκλουσης από τα δύο στάδια αποµόνωσης καθώς και 
το αδέσµευτο κλάσµα της στήλης GSH- Sepharose αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και ανοσοαποτύπωση 
χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι του HIF-1α (διαδρ. 1-3) και της GST (διαδρ. 4-6). (Β) Σχηµατική 
αναπαράσταση της αποµόνωσης του συµπλόκου His10-GFP-HIF-1α/ GST-ARNT µέσω διαδοχικών 
χρωµατογραφιών αγχιστείας. 
 
µεγέθους εξαιτίας της εκτεταµένης πρωτεόλυσης κατά τη διαδικασία αποµόνωσης 
των HIF-1α και ARNT. Για την ανάκτηση του συµπλόκου ΗΙF-1α/ARNT το οποίο 
αποτελείται µόνο από πρωτεΐνες πλήρους µεγέθους χρησιµοποιήθηκε σε συνδυασµό 
µε τη στήλη Ni-NTA-Sepharose µια στήλη µοριακής διήθησης η οποία επιτρέπει την 
αποµόνωση του συµπλόκου που αντιστοιχεί στο ετεροδιµερές πλήρους µεγέθους.  
Το διαλυτό κλάσµα του εκχυλίσµατος  κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν 
His10-GFP-HIF-1α (ο οποίος για χάριν συντοµίας θα αναφέρεται απο τώρα και στο 
εξής ως GFP-HIF-1α) και GST-ARNT διαβιβάστηκε σε στήλη Ni-NTA αγαρόζης. Το 
έκλουσµα της στήλης µε ιµιδαζόλιο περιείχε GFP-HIF-1α (Εικ. 50Α, διαδρ. 1 & 2), 
GST-ARNT πλήρους µεγέθους και αρκετά προϊόντα πρωτεόλυσης του (διαδρ. 3 & 4).   
Στη συνέχεια το κλάσµα αυτό διαβιβάστηκε σε στήλη µοριακής διήθησης 
Sephacryl S-200. Η ανάλυση των κλασµάτων της στήλης όπως φαίνεται στην Εικ. 
50Β έδειξε την παρουσία του GFP-HIF-1α κυρίως στα κλάσµατα #21-24. Ανάλυση 
αυτών των κλασµάτων µε ανοσοαποτύπωση έδειξε πως ο τα κλάσµατα #21 και #22 
τα οποία αντιστοιχούν στο µοριακό βάρος του ετεροδιµερούς (≈200 kDa, Εικ. 50Γ) 
περιέχουν και GST-ARNT. Σύµφωνα µε τα παραπάνω, τα κλάσµατα #21 και #22 
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περιέχουν σε µεγάλο βαθµό καθαρότητας το σύµπλοκο GFP-HIF-1α /GST-ARNT και 
χρησιµοποιήθηκαν στην παραπέρα µελέτη της λειτουργικότητας του HIF-1. 
Αντίθετα,  τα κλάσµατα #23 και #24 που αντιστοιχούν στο µοριακό βάρος των 
130kDa περιείχαν µόνο τον GFP-HIF-1α  (Εικ. 50Γ). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 50: (Α) Το διαλυτό εκχύλισµα κυττάρων στα οποία εκφράστηκαν οι πρωτεΐνες GFP-HIF-1α και 
GST-ARNT  διαβιβάστηκε σε Ni-NTA-Sepharose. Το έκλουσµα µε ιµιδαζόλιο αναλύθηκε µε SDS-PAGE, 
και βαφή µε Coomassie (διαδρ. 1) ή  ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του HIF-1α (διαδρ. 2), της 
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GST (διαδρ. 3) ή του  ARNT (διαδρ. 4). (Β) Το έκλουσµα της στήλης Ni-NTA-Sepharose στη συνέχεια 
διαβιβάστηκε σε στήλη Superdex S-200 και τα κλάσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή 
Coomassie. (Γ) Τα κλάσµατα 21-24 τα οποία αντιστοιχούν σε µοριακά βάρη 195 και 110 kDa 
αντίστοιχα, αναλύθηκαν µε  ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του HIF-1α (διαδρ. 1-4), και του  
ARNT (διαδρ. 5-8). Τα βέλη δείχνουν τη θέση των πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις 
θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
   
3.4.3 Αποµόνωση των συµπλόκων ΗΙF-1α-PASA/ARNT-PASA, GST-HIF-
1α/ARNT-PASA και GFP-HIF-1α/ARNT-PASA  
Για να µελετηθεί η συµµετοχή των διαφόρων επικρατειών των πρωτεϊνών 
HIF-1α και ARNT στον διµερισµό τους και στην αλληλεπίδραση τους µε το DNA 
χρησιµοποιήθηκαν οι πλασµιδιακές κατασκευές pAC28-ARNT-PASA, pAC28-
ARNT-PASAB και pET32a-ΗΙF-1α.PASA (χορηγήθηκαν από την Dr.Chapman-Smith) 
που κωδικοποιούν για τις πρωτεΐνες ARNT-PASA ή ARNT-PASAB και HIF-1α-PASA 
αντίστοιχα, οι οποίες φέρουν His-επιτόπους. Ακολούθησε έκφραση των 
µεµονωµένων πρωτεϊνών και συνέκφραση των πρωτεϊνών ARNT-PASA και HIF-1α-
PASA µέσω στήλης Ni-NTA-Sepharose σύµφωνα µε δηµοσιευµένο πρωτόκολλο [32]. 
Κατά την αποµόνωση των συνεκφρασµένων πρωτεϊνών το έκλουσµα της στήλης 
περιείχε µια  πρωτεΐνη 45 kDa και µια πρωτεΐνη 55 kDa οι οποίες αντιστοιχούν στις 
HIF-1α-PASA και στον ARNT-PASA (Εικ.  51Α, διαδρ. 3). Για τον περαιτέρω 
καθαρισµό και αποµόνωση του ετεροδιµερούς ΗΙF-1α-PASA/ARNT-PASA το 
έκλουσµα διαβιβάστηκε µέσω στήλης µοριακής διήθησης Sephacryl S-200. Ανάλυση 
των κλασµάτων έδειξε πως τα κλάσµατα #18 έως #21 περιείχαν το ετεροδιµερές 
συµπλόκο.  
Κατά τον ίδιο τρόπο έγινε συνέκφραση των GFP-HIF-1α/ΑRNT-PASA και GST-HIF-
1α/ΑRNT-PASA πρωτεϊνών και αποµόνωση τους µέσω στήλης Ni-NTA-Sepharose 
(Εικ. 52Α, διαδρ. 3). Στην πρώτη περίπτωση η ανάλυση του εκλούσµατος έδειξε πως 
αυτό περιείχε τόσο τη GFP-HIF-1α όσο και την ΑRNT-PASA (Εικ. 52Α, διαδρ. 3) οι 
οποίες δεσµεύτηκαν µέσω των His επιτόπων τους. Στη δεύτερη περίπτωση 
ανιχνεύτηκε GST-HIF-1α στο έκλουσµα, ο οποίος προφανώς αποµονώθηκε µέσω της 
σύνδεσης του µε τον ARNT-PASA (Εικ. 53Α, διαδρ. 3) γι’ αυτό και είναι γενικά 
λιγότερος σε σχέση µε την πρώτη περίπτωση. Στη συνέχεια τα εκλούσµατα 
διαβιβάστηκαν µέσω στήλης µοριακής διήθησης και ακολούθησε συλλογή και 
ανάλυση των κλασµάτων. Ο  GFP-HIF-1α εντοπίζεται στα κλάσµατα #18-21 (Εικ. 
52Β) ενώ το ετεροδιµερές (GFP-HIF-1α/ARNT-PASA) κρίνοντας από την παρουσία 
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του ARNT-PASA εντοπίζεται µόνο στα κλάσµατα  #18 και 19. Στα επόµενα 
κλάσµατα που αντιστοιχούν σε µικρότερο µοριακό βάρος (#27-30) εντοπίζεται µόνο 
ο ελεύθερος ARNT-PASA.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 51: (Α) Κύτταρα στα οποία εκφράστηκαν οι πρωτεΐνες ΗΙF-1α-PASA και ARNT-PASA λύθηκαν 
και το οµογενοποίηµα (διαδρ. 1) το διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 2) καθώς και το έκλουσµα της Ni-NTΑ-
Sepharose (διαδρ. 3) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie. (Β) Το έκλουσµα στη συνέχεια 
διαβιβάστηκε σε στήλη Superdex S-200 και τα κλάσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε 
Coomassie. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις 
των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa).(Γ) Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλόκου ΗΙF-1α-PASA 
/ARNT-PASA 
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Εικόνα 52: (Α) Κύτταρα στα οποία εκφράστηκαν οι GFP-HIF-1α/ARNT-PASA πρωτεΐνες λύθηκαν και 
το οµογενοποίηµα (διαδρ. 1) διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 2) των κυττάρων και το έκλουσµα της Ni-NTA 
Sepharose (διαδρ. 3) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie. (Β) Το έκλουσµα στη συνέχεια 
µεταβιβάστηκε σε µια στήλη Superdex S-200 και τα κλάσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε 
Coomassie. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις 
των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). ).(Γ) Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλόκου GFP-ΗΙF-1α 
/ARNT-PASA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 53: (Α) Κύτταρα στα οποία εκφράστηκαν οι πρωτεΐνες GST-HIF-1α και ARNT-PAS.A. λύθηκαν 
και το οµογενοποίηµα (διαδρ. 1) διαλυτό κλάσµα (διαδρ. 2) των κυττάρων και το έκλουσµα της Ni-NTA 
Sepharose (διαδρ. 3) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie. (Β) Το έκλουσµα στη συνέχεια 
µεταβιβάστηκε σε µια στήλη Superdex S-200 και τα κλάσµατα αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και βαφή 
Coomassie. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις 
των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). ).(Γ) Σχηµατική αναπαράσταση του συµπλόκου GST-ΗΙF-1α 
/ARNT-PASA 
 
Αντίστοιχα στην περίπτωση του ετεροδιµερούς GST-HIF-1α/ΑRNT-PASA οι 
δύο πρωτεΐνες φαίνεται µε χρώση Coomassie να εντοπίζονται µαζί µόνο στο κλάσµα 
#16 ενώ ο αδέσµευτος ARNT-PASA εντοπίζεται σε επόµενα κλάσµατα που 
αντιστοιχούν σε µικρότερο µοριακό βάρος (Εικ. 53Β, #25-31). Τα  κλάσµατα που 
περιείχαν τα ετεροδιµερή αποθηκεύτηκαν και χρησιµοποιήθηκαν στη συνέχεια στη 
δοκιµασία αλλαγής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας. 
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3.5 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΛΛΗΛΕΠΙ∆ΡΑΣΗΣ ΤΩΝ ΣΥΜΠΛΟΚΩΝ  
ΗΙF-1α/ARNT ΜΕ ΤΟ DNA 
 
Όπως ήδη έχει αναφερθεί, για να είναι λειτουργικός ο HIF-1α πρέπει όχι µόνο 
να  διµεριστεί µε τον συµπαράγοντα του ARNT αλλά και να προσδεθεί στο DNA των 
γονιδίων στόχων του.  Ενώ είναι γνωστό πως για τη σύνδεση στο DNA απαιτούνται 
οι bHLH-PAS περιοχές των δύο πρωτεϊνών δεν έχει ερευνηθεί αν και πώς η σύνδεση 
αυτή επηρεάζεται από τις υπόλοιπες περιοχές του HIF-1α και του ARNT. Για τους 
λόγους αυτούς στη συνέχεια ελέγχθηκε τόσο η σύνδεση των συµπλόκων του HIF-1 
που αποµονώθηκαν παραπάνω στο DNA, όσο και ο ρόλος των διαφόρων επικρατειών 
των υποµονάδων του στη σύνδεση αυτή. 
Για να προσδιοριστεί η ικανότητα σύνδεσης των αποµονωµένων πρωτεϊνών 
και των συµπλόκων τους στο DNA εφαρµόστηκε η δοκιµασία αλλαγής 
ηλεκτροφορητικής  κινητικότητας (EMSA), στην οποία χρησιµοποιήθηκε ως 
ιχνηθέτης ένα ραδιοσηµασµένο δίκλωνο 18µερές ολιγονουκλεοτίδιο (W18) το οποίο 
περιείχε το HRE από τον ενισχυτή του γονιδίου της ερυθροποιητίνης. Σαν αρνητικός 
µάρτυρας για τη µέθοδο  χρησιµοποιήθηκε µια µεταλλαγµένη µορφή του, το Μ18, 
στο οποίο είναι γνωστό πως δεν δεσµεύεται ο HIF-1 [14]. 
Επώαση των αποµονωµένων πρωτεϊνών µε το DNΑ και ανάλυσή τους µε 
ηλεκτροφόρηση σε µη αποδιατακτικές συνθήκες και αυτοραδιογραφία έδειξαν πως ο 
HIF-1α-PASA ή ο ARNT-PASA δεν µπορούν να δεσµευτούν στο DNA µόνοι τους 
(Εικ. 54Α, διαδρ. 3 & 4). Ενδιαφέρον ήταν το γεγονός πως όταν  ο HIF-1α-PASA 
επωάστηκε µε τον ARNT-PASAB παρατηρήθηκε η δηµιουργία ενός συµπλόκου µε το 
DNA το οποίο ήταν µεν ασθενικό αλλά ανιχνεύσιµο (Εικ. 54Α, διαδρ. 5). Όταν όµως 
χρησιµοποιηθηκαν οι HIF-1α-PASA και ARNT-PASA, η σύνδεση µε το DNA 
µειώθηκε αισθητά (Εικ. 54Α, διαδρ. 6), υποδεικνύοντας πως η παρουσία της περιοχής 
Β της PAS επικράτειας ενισχύει τον in vitro ετεροδιµερισµό. Όταν όµως στη 
δοκιµασία χρησιµοποιήθηκε το προσχηµατισµένο σύµπλοκο των HIF-1α-
ΡΑSA/ARNT-PASA, που αποµονώθηκε από βακτήρια στα οποία συνεκφράστηκαν οι 
δύο πρωτεΐνες (Εικ. 51Β, κλάσµα #19), δηµιουργήθηκε ένα ισχυρό σύµπλοκο 
πρωτεϊνών-DNA,  που απέδειξε την ικανότητα σύνδεσης του ετεροδιµερούς  HIF-1α-
ΡΑSA/ARNT-PASA στο HRE (Εικ. 54Α, διαδρ. 8). Το αποτέλεσµα αυτό επιβεβαίωσε 
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τις προηγούµενες βιβλιογραφικές αναφορές [32] και χρησίµευσε ως θετικός 
µάρτυρας της σύνδεσης στο DNA. 
Για τον έλεγχο της ειδικότητας της σύνδεσης του στο DNA, το σύµπλοκο 
HIF-1α-ΡΑSA/ARNT-PASA επωάστηκε µε το µεταλλαγµένο ιχνηθέτη Μ18. Στην 
περίπτωση αυτή δεν παρατηρήθηκε σύνδεση του ετεροδιµερούς µε το DNA (Εικ. 
54Α, διαδρ. 9). Επιπλέον το σήµα του HIF-1α-ΡΑSA/ARNT-PASA/DNA συµπλόκου 
(Εικ. 54Β, διαδρ. 1) εξασθένησε όταν προστέθηκε στην αντίδραση µη ραδιενεργό 
W18 σε περίσσεια µετά την προσθήκη του ραδιοσηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου 
W18 (διαδρ. 2), ενώ η  προσθήκη του  µη ραδιενεργού Μ18  δεν είχε επίδραση 
(διαδρ. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 54: (Α). Ανάλυση µε EMSA της σύνδεσης στο DNA των HIF-1α-ΡΑS A (διαδρ. 3),  ARNT-PASA 
(διαδρ. 4), µίγµατος HIF-1α-ΡΑS A και ARNT-PASAB (διαδρ. 5) µίγµατος HIF-1α-ΡΑS A και ARNT-
PASA (διαδρ. 6-7) και του προσχηµατισµένου συµπλόκου HIF-1α-ΡΑS A/ARNT-PASA (διαδρ. 8-9) που 
επωάστηκαν µε W18 (διαδρ. 1, 3-6 & 8) ή µε Μ18 (διαδροµές 2,7 & 9) ιχνηθέτες σηµασµένους µε 32Ρ. 
(B) To προσχηµατισµένο ετεροδιµερές HIF-1α-ΡΑS A/ARNT-PASA επωάστηκε µόνο µε W18 ιχνηθέτη 
σηµασµένο µε 32Ρ (διαδρ. 1) ή µε ραδιενεργό W18 παρουσία περίσσειας (x20) µη ραδιενεργού W18 
(διαδρ. 2) ή µε ραδιενεργό W18 και περίσσεια µη ραδιενεργού Μ18 (διαδρ. 3) και ακολούθησε ανάλυση 
EMSA. 
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Στη συνέχεια µελετήθηκε η ικανότητα σύνδεσης στο DNA των HIF-1α και 
ARNT πλήρους µεγέθους καθώς και του προσχηµατισµένου σε βακτήρια συµπλόκου 
του GFP-HIF-1α/GST-ARNT. Επώαση των αποµονωµένων πρωτεϊνών µε το DNΑ 
έδειξε πως ο GFP-HIF-1α ή ο GST-ARNT δεν µπορούν να δεσµευτούν στο DNA 
µόνοι τους (Εικ. 55Α, διαδρ. 3 & 4). Όταν χρησιµοποιήθηκε ένα µίγµα των 
ελεύθερων GFP-HIF-1α και GST-ARNT πρωτεϊνών, παρατηρήθηκε µια αδύναµη και 
ελάχιστα ανιχνεύσιµη σύνδεση στο DNA (Εικ. 55Α, διαδρ. 5), υποδεικνύοντας πως 
υπάρχει ασθενική αλληλεπίδραση µεταξύ των δυο πρωτεϊνών in vitro. Αντιθέτως, το 
αποµονωµένο από βακτήρια προσχηµατισµένο σύµπλοκο των  GFP-HIF-1α/GST-
ARNT (Εικ. 50, κλάσµα #21), παρουσίασε ικανοποιητική σύνδεση στο DNA (Εικ. 
55Α, διαδρ. 7). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 55: (Α). Ανάλυση µε EMSA της σύνδεσης στο DNA των GFP-HIF-1α. (διαδρ. 3),  GST-ARNT 
(διαδρ. 4), µίγµατος (διαδροµές 5-6) και του προσχηµατισµένου συµπλόκου GFP-HIF-1α/GST-ARNT 
(διαδρ. 7-8) που επωάστηκαν µε W18 (διαδρ. 1, 3-5 & 7) ή µε Μ18 (διαδρ. 2,6 & 8) ιχνηθέτες 
σηµασµένους µε 32Ρ. (B) (B) To προσχηµατισµένο ετεροδιµερές GFP-HIF-1α/GST-ARNT επωάστηκε 
µόνο µε W18 ιχνηθέτη σηµασµένο µε 32Ρ (διαδρ. 1) ή µε ραδιενεργό W18 παρουσία περίσσειας (x20) µη 
ραδιενεργού W18 (διαδρ. 2) ή µε ραδιενεργό W18 και περίσσεια µη ραδιενεργού Μ18 (διαδρ. 3) και 
ακολούθησε ανάλυση EMSA. 
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Ο σχηµατισµός των συµπλόκων πρωτεϊνών µε το HRE ήταν ειδικός αφού 
όταν χρησιµοποιήθηκε ο ραδιενεργός M18 ιχνηθέτης αντί του W18 δεν 
παρατηρήθηκε σύνδεση στο DNA (Εικ. 55Α, διαδρ. 6 & 8). Επιπλέον,  το σήµα του 
GFP-HIF-1α/GST-ARNT/DNA συµπλόκου (Εικ. 55Β, διαδρ. 1) εξασθένησε όταν 
προστέθηκε στην αντίδραση µη ραδιενεργός W18,  σε περίσσεια µετά την προσθήκη 
του ραδιοσηµασµένου ολιγονουκλεοτιδίου W18 (διαδρ. 2), ενώ η αντίστοιχη 
προσθήκη του  µη ραδιενεργού Μ18 δεν είχε καµία επίδραση (διαδρ.  3). Φαίνεται 
λοιπόν πως το ετεροδιµερές του HIF-1 το οποίο αποµονώθηκε από βακτήρια και 
αποτελείται από πλήρους µεγέθους GFP-HIF-1α και GST-ARNT είναι λειτουργικό 
ως προς τη σύνδεση του στο DNA υποδεικνύοντας και τη λειτουργικότητα των 
υποµονάδων του. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 56:  Ανάλυση µε EMSA της σύνδεσης στο DNA. των GFP-HIF-1α (διαδρ. 2),  GST-HIF-1α 
(διαδρ.3), ARNT-PASA (διαδρ. 4), ARNT-PASA.B. (διαδροµή 5), µίγµατος GFP-HIF-1α και ΑRNT-
PASA (διαδρ. 6), µίγµατος  GFP-HIF-1α και ΑRNT-PASA.Β (διαδρ. 7), µίγµατος GST-HIF-1α και 
ΑRNT-PASA (διαδρ. 8), µίγµατος  GST-HIF-1α και ΑRNT.PAS.A.Β (διαδρ. 9) και των 
προσχηµατισµένων συµπλόκων GFP-HIF-1α/ ΑRNT-PASA (διαδρ. 10) ή  GST-HIF-1α/ ΑRNT-PASA 
(διαδρ. 11) που επωάστηκαν µε W18   ιχνηθέτη σηµασµένο µε 32Ρ. 
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Κατά την ανάλυση των προσχηµατισµένων συµπλόκων των  GFP-HIF-
1α/ARNT-PASA (Εικ. 52Β, κλάσµα #18) και  GST-HIF-1α/ARNT-PASA (Εικ. 53Β, 
κλάσµα #16)  όσο και του µίγµατος των πρωτεϊνών GFP-HIF-1α και ARNT-PASA  ή 
GST-HIF-1α και ARNT-PASA δεν παρατηρήθηκε σύνδεση µε το DNA (Εικ. 56). 
Ενδιαφέρον ήταν το γεγονός πως µόνο στις περιπτώσεις που δοκιµάστηκε µίγµα των 
πρωτεϊνών GFP-HIF-1α και ARNT-PASAΒ (διαδρ. 7) ή των πρωτεϊνών GST-HIF-1α 
και ARNT-PASAΒ (διαδρ. 9) παρατηρήθηκε σύµπλοκο µε το DNA το οποίο όµως 
ήταν µόλις ανιχνεύσιµο.  
Όλα παραπάνω αποτελέσµατα των EMSA πειραµάτων συνοψίζονται στον 
Πιν. 7 (4.2) που παρουσιάζεται στα πλαίσια της συζήτησης. 
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3.6  ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΦΩΣΦΟΡΥΛΙΩΣΗΣ ΤΟΥ ΑΝΑΣΥΝ∆ΥΑΣΜΕΝΟΥ 
HIF-1α ΑΠΟ ΤΗΝ P42 MAPK 
 
Παρότι είναι γνωστό πως ο HIF-1α αποτελεί υπόστρωµα των ΜΑΡ κινασών 
δεν είναι εξακριβωµένο ποιες είναι οι ακριβείς θέσεις φωσφορυλίωσης ούτε ποιος 
είναι ο βασικός ρόλος της τροποποίησης αυτής στη λειτουργία του HIF-1α. Έχοντας 
διαθέσιµο βακτηριακά εκφρασµένο HIF-1α ο οποίος δε φέρει µεταµεταφραστικές 
τροποποιήσεις µελετήθηκε η φωσφορυλίωσή του από την p42 MAPK προκειµένου 
να αναγνωριστούν οι θέσεις των αµινοξικών καταλοίπων του HIF-1α που υπόκεινται 
σε τροποποίηση. 
Αρχικά  ελέγχθηκε αν ο ανασυνδυασµένος GST-HIF-1α αποτελεί υπόστρωµα 
της p42 MAP κινάσης in vitro. Όπως φαίνεται στην Εικ. 57 επώαση της GST-HIF-1α 
µε τη p42 MAPK παρουσία γ-P32-ATP οδήγησε σε  ισχυρή σήµανση του  HIF-1α µε 
ραδιενεργό φώσφορο (διαδρ. 6). Επιπρόσθετα, µε βαφή µε Coomassie και 
ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του HIF-1α (διαδρ. 1-2 και 3-4 αντίστοιχα) 
φαίνεται, πρώτον, πως η φωσφορυλιωµένη µορφή του HIF-1α είχε µικρότερη 
ηλεκτροφορετική κινητικότητα σε σχέση µε τη µη φωσφορυλιωµένη µορφή και, 
δεύτερον, πως ο ανασυνδυασµένος HIF-1α φωσφορυλιώνεται ποσοτικά από την p42 
MAPK καθώς η φωσφορυλιωµένη µορφή αποτελεί τουλάχιστον το 50% του 
συνολικού ποσού του HIF-1α που επωάστηκε µε την p42 MAPK. (Εικ. 57,  διαδρ. 6). 
Τα ίδια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και όταν ως υπόστρωµα της p42 MAPK 
χρησιµοποιήθηκε η GFP-HIF-1α. 
Το παραπάνω πείραµα επαναλήφθηκε αρκετές φορές και τα δείγµατα που 
περιείχαν φωσφορυλιωµένη GST-HIF-1α χρησιµοποιήθηκαν  στο εργαστήριο του 
∆ρ. Παναγιώτου στο Ε.ΚΕ.Β.Ε. «Α.Φλεµινγκ» για την ταυτοποίηση των 
φωσφορυλιωµένων αµινοξικών καταλοίπων µε τη χρήση φασµατοσκοπίας µαζών. Τα 
αποτελέσµατα της ανάλυσης έδειξαν πως οι δυο σερίνες που βρίσκονται στις θέσεις 
641 και 643 της αλληλουχίας αµινοξέων του HIF-1α είναι υποψήφιοι στόχοι προς 
φωσφορυλίωση από τη συγκεκριµένη κινάση (Εικ. 58). 
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Εικόνα 57:  500 ng GST-HIF-1α επωάστηκαν µε γ-P32-ATP απουσία (διαδρ. 1, 3 & 5) ή παρουσία 
(διαδρ. 2, 4 & 6) 100U ενεργής  p42 MAP κινάσης και στη συνέχεια αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
βαφή µε Coomassie (διαδρ. 1 & 2) ή ανοσοαποτύπωση µε αντίσωµα έναντι του HIF-1α (διαδρ.3 & 4) ή  
αυτοραδιογραφία (διαδρ. 5 & 6). Το βέλος δείχνει τη θέση του GST-HIF-1α. 
 
 
 
 
Εικόνα 58: Σχηµατική αναπαράσταση της πρωτεΐνης του HIF-1α όπου φαίνεται η θέση της αµινοξικής 
αλληλουχίας που περιέχει τις δυο υποψήφιες προς φωσφορυλίωση σερίνες  από την p42-ΜΑΡ κινάση 
(φαίνονται µε κόκκινο) στις θέσεις 641  κι 643. 
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3.7 ΜΕΛΕΤΗ ΤΟΥ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΥ ΜΕΤΑΦΟΡΑΣ ΤΟΥ HIF-1α ΣΤΟΝ 
ΠΥΡΗΝΑ 
 
O HIF-1α πρέπει να εισαχθεί στον πυρήνα προκειµένου να συνδεθεί µε τον 
συµπαράγοντα του ARNT και να επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων στόχων τους. 
Αν και έχουν χαρακτηριστεί δύο πιθανές NLS αλληλουχίες στον HIF-1α δεν έχει 
διευκρινιστεί ο ακριβής µηχανισµός µεταφοράς του στον πυρήνα. Επιπλέον υπάρχουν 
συγκρουόµενες απόψεις σχετικά µε το αν η µεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα είναι 
ρυθµιζόµενη από εξωτερικά ερεθίσµατα. Με τη βοήθεια του ανασυνδυασµένου HIF-
1α µελετήθηκε λεπτοµερώς τόσο ο ενδοκυτταρικός εντοπισµός του όσο και ο 
µηχανισµός εισόδου του στον πυρήνα in vitro. 
 
3.7.1 Ενδοκυτταρικός εντοπισµός του GFP-HIF-1α σε ΛΜΚΑ 
Ο κυτταρικός εντοπισµός του ΗΙF-1α µελετήθηκε µετά από επιµόλυνση 
κυττάρων µε το πλασµίδιο pEGFP-HIF-1α και υπερέκφρασή του σε ΛΜΚΑ 
συνθετικού φαινοτύπου. Παρατηρήθηκε πώς ο GFP-HIF-1α εντοπίζεται κυρίως στον 
πυρήνα (Εικ. 59ε) αλλά και στο κυτταρόπλασµα (Εικ. 59γ) των κυττάρων, ενώ µετά 
από προσθήκη CoCl2 στο µέσο καλλιέργειας ο HIF-1α εντοπίστηκε αποκλειστικά 
στον πυρήνα (Εικ. 59δ & ζ). Σαν µάρτυρες για το πείραµα χρησιµοποιήθηκαν 
επιµολυσµένα κύτταρα µε το πλασµίδιο pEGFP. Η GFP πρωτεΐνη εντοπίστηκε σε όλο 
το κύτταρο παρουσία ή απουσία CoCl2 (Εικ. 59α & β).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 59: ΛΜΚΑ επιµολύνθηκαν µε τα πλασµίδια pEGFP (α, β) και pEGFP–HIF-1α (γ, δ, ε, ζ). 24 
ώρες µετά την επιµόλυνση τα κύτταρα επωάστηκαν απουσία (α ,γ, ε) ή παρουσία 100 µM CoCl2 (β,  δ,  ζ) 
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για 4 ώρες. Ο κυτταρικός εντοπισµός του GFP–HIF-1α και της GFP έγινε µε παρατήρηση σε 
µικροσκόπιο φθορισµού. 
 
Φαίνεται λοιπόν πως  το κοβάλτιο οδηγεί σε αποτελεσµατική συσσώρευση 
του ΗΙF-1α στον πυρήνα. Συµπεραίνεται λοιπόν πως πιθανά λειτουργεί κάποιος 
µηχανισµός ρύθµισης της µεταφοράς του HIF-1α στον πυρήνα. 
 
3.7.2 In vitro µελέτη της εισόδου του HIF-1α στον πυρήνα σε διαπερατά 
κύτταρα HeLa  
Για να διερευνηθεί ο µηχανισµός µεταφοράς του HIF-1α στον πυρήνα και 
συγκεκριµένα για να αναγνωριστεί η υπεύθυνη για τη µεταφορά του ιµπορτίνη 
χρησιµοποιήθηκε ένα in vitro σύστηµα κυττάρων HeLa, τα οποία κατεργάστηκαν µε 
χαµηλή συγκέντρωση διγιτονίνης που µετατρέπει σε διαπερατή την 
κυτταροπλασµατική τους µεµβράνη ενώ αφήνει ανέπαφη την πυρηνική. Στη συνέχεια 
στα κύτταρα  προστέθηκαν ανασυνδυασµένος GFP-HIF-1α, τα απαραίτητα 
συστατικά για την ανασύσταση του συστήµατος εισόδου και ανασυνδυασµένες 
ιµπορτίνες. Άµεση παρατήρηση των κυττάρων σε µικροσκόπιο φθορισµού έδειξε πως 
απουσία ιµπορτινών (Εικ. 60α) ο GFP-ΗΙF-1α παρέµεινε στο κυτταρόπλασµα των 
κυττάρων HeLa. Όταν στην αντίδραση προστέθηκε η ιµπορτίνη 7 ή το σύµπλοκο των 
ιµπορτινών β και 7 (Εικ. 60γ & β) ο HIF-1α εντοπίστηκε και στον πυρήνα. 
Μετακίνηση του HIF-1α στον πυρήνα παρατηρήθηκε επίσης  παρουσία της 
ιµπορτίνης 4. Αντίθετα οι ιµπορτίνες 5, 9 και β δεν µετέφεραν τον HIF-1α στον 
πυρήνα (Εικ. 60η, θ, ζ).  
Ενδιαφέρον είναι το γεγονός πως όταν στο σύστηµα προστέθηκε το σύµπλοκο 
των ιµπορτινών α και β, ο ΗΙF-1α δεν εισήχθη στον πυρήνα αλλά ένα ισχυρό σήµα 
φθορισµού εντοπίστηκε γύρω από τον πυρήνα (Εικ. 60ε) υποδεικνύοντας πως πιθανά 
ο HIF-1α εγκλωβίζεται στους πόρους της πυρηνικής µεµβράνης µη µπορώντας να 
ολοκληρώσει επιτυχώς την είσοδο του.  
Σαν θετικός µάρτυρας της λειτουργίας του συστήµατος µεταφοράς 
χρησιµοποιήθηκε η Ibb-GFP πρωτεΐνη (Ibb: περιοχή της ιµπορτίνης α η οποία 
προσδένεται στην ιµπορτίνη β), η οποία µεταφέρθηκε στον πυρήνα από την 
ανασυνδυασµένη ιµπορτίνη β (Εικ. 60ι). 
. 
. 
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Εικόνα 60: ∆ιαπερατά µε διγιτονίνη κύτταρα HeLa επωάστηκαν µε 2 µΜ GFP-HIF-1α χωρίς (α)  ή µε 2 
µΜ των ιµπορτινών β και 7 (β), της ιµπορτίνης 7 (γ), της ιµπορτίνης 4 (δ),των ιµπορτινών β και α (ε), 
της ιµπορτίνης β (ζ), της ιµπορτίνης 5 (η)  και της ιµπορτίνης 9 (θ). Η είσοδος της Ibb-GFP (0.5 µΜ) 
από την ιµπορτίνη β (2 µΜ) χρησιµοποιήθηκε σαν θετικός µάρτυρας (ι). 
 
3.7.3 Αλληλεπίδραση ιµπορτινών µε τον ανασυνδυασµένο HIF-1α  
Προκειµένου να επιβεβαιωθούν τα αποτελέσµατα του in vitro συστήµατος 
εισόδου πρωτεϊνών στον πυρήνα, ελέγχθηκε εάν οι παραπάνω ιµπορτίνες µπορούν να 
αλληλεπιδράσουν µε τον HIF-1α in vitro. Για το σκοπό αυτό σφαιρίδια GSH-
Sepharose που έφεραν  ακινητοποιηµένο GST-HIF-1α (Εικ. 61Α, διαδρ. 2 & 3) 
επωάστηκαν µε κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα κυττάρων HeLa (Εικ. 61Α, διαδρ.1). 
Με ανοσοαποτύπωση (Εικ. 61Β) δείχθηκε πως οι ενδογενείς ιµπορτίνες  7 και 4 του 
εκχυλίσµατος των κυττάρων HeLa δεσµεύτηκαν σε σφαιρίδια που είχαν 
ακινητοποιηµένο τον HIF-1α (Εικ. 61Β, διαδρ. 3) ενώ δεν ανιχνεύτηκαν στα 
σφαιρίδια χωρίς HIF-1α (Εικ. 61Β, διαδρ.2), µαρτυρώντας την ειδική αλληλεπίδραση 
των ιµπορτινών αυτών µε τον HIF-1α. Όσον αφορά στις ιµπορτίνες β, 5 και 9 δεν 
ανιχνεύτηκε αλληλεπίδραση µε τον GST-HIF-1α ενώ η ιµπορτίνη α δεσµεύτηκε µη 
ειδικά στη  GSH-Sepharose. 
 Το παραπάνω πείραµα επαναλήφθηκε χρησιµοποιώντας ανασυνδυασµένες 
ιµπορτίνες αντί για εκχύλισµα κυττάρων HeLa. Για τη διεξαγωγή του πειράµατος 
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έγινε παραγωγή των ανασυνδυασµένων ιµπορτινών α, β, 4 και 7 χρησιµοποιώντας 
πλασµίδια µε κλωνοποιηµένα γονίδια των αντίστοιχων ιµπορτινών που 
παραχωρήθηκαν από το εργαστήριο του Dr.Görlich. Η αποµόνωση έγινε µέσω των 
επιτόπων ιστιδινών που περιέχουν οι συγκεκριµένες ιµπορτίνες µε τη βοήθεια στήλης 
Ni-NTA-Sepharose και στήλης µοριακής διήθησης σύµφωνα µε δηµοσιευµένα 
πρωτόκολλα [103, 161-163] και οι ιµπορτίνες που παρήχθησαν µε αυτή τη  
διαδικασία φαίνονται στην Εικ. 62Α. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 61: Κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα κυττάρων HeLa επωάστηκε µε σφαιρίδια GSH-Sepharose ή 
µε  σφαιρίδια GSH-Sepharose στα οποία είχε  ακινητοποιηθεί ο GST-HIF1α. ∆είγµα (1/10) του 
εκχυλίσµατος που χρησιµοποιήθηκε (input) και οι πρωτεΐνες που δεσµεύτηκαν στα σφαιρίδια 
αναλύθηκαν µε  SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie (A) ή ανοσοαποτύπωση (B) χρησιµοποιώντας 
αντισώµατα έναντι των ιµπορτινών 7, 4, β, α, 5, και 9. 
 
Ανασυνδυασµένη ιµπορτίνη 4 ή ιµπορτίνη 7 ή µίγµα των ανασυνδυασµένων  
ιµπορτινών α και β επωάστηκαν µε σφαιρίδια GSH-Sepharose στα οποία είχε 
ακινητοποιηθεί o GST-ΗΙF-1α (Εικ. 62Β, διαδρ. 1) ή ίση ποσότητα GST (Εικ. 62Β 
διαδρ. 2). Ανάλυση µε ανοσοαποτύπωση των δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών 
έδειξε πως οι ανασυνδυασµένες ιµπορτίνες α και β δεσµεύονται µη ειδικά στη GSΤ ή 
στη GSH-Sepharose. Αντίθετα οι ιµπορτίνες 4 και 7 αλληλεπιδρούν ειδικά µε τον 
GST-ΗΙF-1α αφού ανιχνεύονται µόνο στα σφαιρίδια που περιέχουν HIF-1α (Εικ. 
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62Γ, διαδρ. 2 &3). Η ιµπορτίνη 4 φαίνεται να δεσµεύεται και µη ειδικά αλλά σε 
περιορισµένο βαθµό.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα  62: Ανάλυση των ανασυνδυασµένων ιµπορτινών (1 µg) µε  SDS-PAGE και βαφή µε 
Coomassie(Α). 5 µg ανασυνδυασµένων ιµπορτινών επωάστηκαν µε σφαιρίδια GSH-Sepharose στα οποία 
είχε ακινητοποιηθεί GST-ΗΙF-1α ή GST. Ακολούθησε ανάλυση των πρωτεϊνών που δεσµεύτηκαν στα 
σφαιρίδια µε SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie (Β) ή ανοσοαποτύπωση (Γ) χρησιµοποιώντας 
αντίσωµα έναντι του His επιτόπου των ιµπορτινών. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των ανασυνδυασµένων  
πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
 
 Προκειµένου να αναγνωριστεί η περιοχή του HIF-1α η οποία αλληλεπιδρά µε 
τις ιµπορτίνες το παραπάνω πείραµα in vitro σύνδεσης επαναλήφθηκε 
χρησιµοποιώντας τµήµατα του HIF-1α. Για την παραγωγή των αµινοτελικών 
τµηµάτων έγινε κλωνοποίηση των αντίστοιχων περιοχών του cDNA του HIF-1α, από 
τους πλασµιδιακούς φορείς pBlueScript στους οποίους βρισκόταν, σε φορείς 
έκφρασης pGEX-4T1-Τev. Οι περιοχές του ΗΙF-1α που εκφράστηκαν φαίνονται στην 
Εικ. 63Α. Στη συνέχεια ακολούθησε αποµόνωση των τµηµάτων του HIF-1α µέσω 
στήλης GSH-Sepharose (Εικ. 63Β). Τα τµήµατα 348-826 και 652-826 
κλωνοποιήθηκαν σε pGEX-4T1-Τev και αποµονώθηκαν από τον ∆ρ. Η. Μυλωνή στο 
εργαστήριο Βιοχηµείας. 
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Εικόνα  63: (Α) Σχηµατική αναπαράσταση των αµινοτελικών και καρβοξυτελικών τµηµάτων του HIF-1α 
που χρησιµοποιήθηκαν σε σχέση µε τον HIF-1α πλήρους µεγέθους. (Β) Ανάλυση του αποµονωµένου 
GST-HIF-1α (διαδρ. 1), των αµινοτελικών τµηµάτων 1-251 (διαδρ. 2), 1-530 (διαδρ. 3), 1-652 (διαδρ. 
4), των καρβοξυτελικών τµηµάτων  348-826 (διαδρ. 5), 652-826 (διαδρ. 6) και της GST (διαδρ. 7) µε 
SDS-PAGE και βαφή µε Coomassie. Τα βέλη δείχνουν τη θέση των πρωτεϊνών και οι αριθµοί αριστερά 
αντιστοιχούν στις θέσεις των µαρτύρων µοριακών βαρών (σε kDa). 
 
 Ανασυνδυασµένη ιµπορτίνη 7 (Εικ. 64Α) ή κυτταροπλασµατικό εκχύλισµα 
κυττάρων HeLa (Εικ. 64Β) επωάστηκαν µε σφαιρίδια GSH-Sepharose στα οποία είχε 
ακινητοποιηθεί o GST-ΗΙF-1α (διαδρ. 2), τα τµήµατα του HIF-1α (διαδρ.  3-7) ή GST 
πρωτεΐνη (διαδρ. 8) σε περίπου ισοµοριακές ποσότητες. Ανάλυση µε 
ανοσοαποτύπωση των δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών έδειξε πως τόσο η 
ανασυνδυασµένη όσο και η ενδογενής ιµπορτίνη 7 αλληλεπιδρούν µε τον HIF-1α 
(Εικ. 64Α & Β, διαδρ. 2) και µε τα αµινοτελικά τµήµατα του HIF-1α, ιδιαίτερα µε τα 
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τµήµατα 1-251 και 1-530 (Εικ. 64Α & Β, διαδρ. 3 & 4) και λιγότερο µε το τµήµα 1-
652 τουλάχιστον για την ενδογενή ιµπορτίνη 7 (Εικ. 64Β διαδρ. 5). Αντίθετα η 
ιµπορτίνη 7 φαίνεται να µη συνδέεται στα καρβοξυτελικά τµήµατα του HIF-1α ή στη 
GST (Εικ. 64Α & Β, διαδρ. 6-8). Συµπεραίνεται λοιπόν πως πιθανά στο αµινοτελικό 
άκρο του HIF-1α υπάρχει ένα NLS ειδικό για την ιµπορτίνη 7. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 64: 5µg ανασυνδυασµένης ιµπορτίνης 7 (Α) ή 100 µg κυτταροπλασµατικού εκχυλίσµατος HeLa 
(Β) επωάστηκαν µε σφαιρίδια GSH-Sepharose στα οποία είχαν ακινητοποιηθεί ο GST-HIF-1α, τα 
αµινοτελικά και καρβοξυτελικά τµήµατα του και η GST σε ισοµοριακές ποσότητες. ∆είγµα (1/5) της 
ιµπορτίνης (Α, διαδρ.1) και του εκχυλίσµατος (Β, διαδρ.1) που χρησιµοποιήθηκε καθώς και το κλάσµα 
των δεσµευµένων στα σφαιρίδια πρωτεϊνών (διαδρ. 2-8) αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και 
ανοσοαποτύπωση χρησιµοποιώντας αντισώµατα έναντι της ιµπορτίνης 7 ή της GST. 
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 
Η έλλειψη οξυγόνου (υποξία) έχει σοβαρές επιπτώσεις στην λειτουργία των 
κυττάρων και θέτει σε κίνδυνο την επιβίωση τους, κυρίως λόγω της αδυναµίας 
παραγωγής ΑΤΡ. Κατά την υποξία τα κύτταρα αποκρίνονται αυξάνοντας την 
έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες, οι οποίες οδηγούν σε αύξηση της 
παροχής οξυγόνου στους ιστούς (π.χ. ερυθροποιητίνη, VEGF) ή στην ενίσχυση του 
αναερόβιου µεταβολισµού (π.χ. γλυκολυτικά ένζυµα), βοηθώντας έτσι το κύτταρο να 
διατηρήσει τη οµοιοστασία του [20, 68, 164]. Ο κυριότερος παράγοντας ο οποίος 
εµπλέκεται στην επαγωγή των γονιδίων που ρυθµίζονται από την υποξία είναι ο 
µεταγραφικός παράγοντας HIF-1 ο οποίος αποτελείται από δύο υποµονάδες, τον 
ARNT και τον HIF-1α που είναι και η ρυθµιζόµενη από την υποξία πρωτεΐνη του 
συµπλόκου. Ο ΗΙF-1α όµως επάγεται και σε φυσιολογικές συγκεντρώσεις οξυγόνου 
υπό την επίδραση βαρέων µετάλλων, αυξητικών παραγόντων, κυτοκινών κ.α (βλέπε 
αναφορές στη παράγραφο 1.3.2). 
     Σκοπός της παρούσας διδακτορικής διατριβής ήταν η µελέτη του 
µεταγραφικού παράγοντα HIF-1α τόσο in vivo όσο και in vitro. Αρχικά µελετήθηκε ο 
µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α σε πρωτογενείς καλλιέργειες λείων µυϊκών 
κυττάρων των αεραγωγών (ΛΜΚΑ) σε φυσιολογικές συνθήκες οξυγόνου. Επίσης 
παρασκευάστηκε ανασυνδυασµένος HIF-1α πλήρους µεγέθους σε βακτήρια ο οποίος 
χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη των µοριακών ιδιοτήτων του HIF-1α in vitro. 
Συγκεκριµένα µελετήθηκε η ικανότητα διµερισµού του HIF-1α µε τον ARNT και η 
ικανότητα σύνδεσης του συµπλόκου τους στο DNA. Τέλος, χρησιµοποιώντας τον 
ανασυνδυσµένο HIF-1α µελετήθηκε η φωσφορυλίωσή του από την p42-MAP κινάση 
καθώς και ο µηχανισµός πυρηνικής µεταφοράς του.  
 
4.1 ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΣ ΕΠΑΓΩΓΗΣ ΤΟΥ HIF-1α ΣΕ ΛΜΚΑ ΣΕ 
ΦΥΣΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ ΟΞΥΓΟΝΟΥ 
Τα ΛΜΚΑ επιλέχθηκαν για τη µελέτη του HIF-1α γιατί προέρχονται από το 
άνω αναπνευστικό που φυσιολογικά εκτίθεται άµεσα σε διακυµάνσεις της 
συγκέντρωσης οξυγόνου αλλά και σε τυχόν τοξικούς παράγοντες που πιθανόν 
βρίσκονται στον εισπνεόµενο αέρα. Το άνω αναπνευστικό αποτελεί σηµείο ρύθµισης 
της ποσότητας του οξυγόνου που φτάνει στους πνεύµονες. Για την επίτευξη αυτής 
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της λειτουργίας το συγκεκριµένο σύστηµα έχει αναπτύξει φυσιολογικούς 
µηχανισµούς για την απόκριση στην υποξία και σε άλλους στρεσογόνους παράγοντες. 
Ειδικότερα είναι γνωστό πως ήπια υποξία αποτελεί ερέθισµα επαγωγής του 
πολλαπλασιασµού των ΛΜΚΑ ενώ έντονη υποξία φαίνεται να αναστέλλει τον 
πολλαπλασιασµό τους [125].  
Το µονοπάτι επαγωγής του HIF-1α έχει µελετηθεί σε λεία µυϊκά κύτταρα 
αγγείων. Είναι γνωστό πως ο HIF-1α επάγεται σε καλλιέργειες λείων µυϊκών 
κυττάρων αορτής από την υποξία ενώ φαίνεται πως σε καλλιέργειες λείων µυϊκών 
κυττάρων της πνευµονικής αρτηρίας εκφράζεται και σε µη υποξικές συνθήκες [121]. 
Υπάρχουν επίσης αρκετές αναφορές για µη υποξική επαγωγή του HIF-1α από 
αγγειοτενσίνη, θροµβίνη, FGF2 και PDGF σε αγγειακά λεία µυϊκά κύτταρα [51, 57, 
165]. Παρόµοιες όµως µελέτες δεν έχουν διεξαχθεί σε ΛΜΚ του άνω αναπνευστικού. 
    Η εργασία αυτή ξεκίνησε µε την καθιέρωση πρωτογενών καλλιεργειών 
ΛΜΚΑ που αποµονώθηκαν από τραχεία ενήλικου κουνελιού. Τα συγκεκριµένα 
κύτταρα εµφανίζουν δύο µορφολογικούς τύπους ανάλογα µε τη σύσταση του µέσου 
καλλιέργειας. Συγκεκριµένα παρουσία ορού στο θρεπτικό µέσο τα κύτταρα 
παρουσιάζουν έναν «συνθετικό» φαινότυπο µε κύρια χαρακτηριστικά την ικανότητα 
πολλαπλασιασµού, την απώλεια των συσταλτών ιδιοτήτων και της οργάνωση  των 
ινιδίων του κυτταροσκελετού και το µη επίµηκες σχήµα των κυττάρων. Ο συνθετικός 
αυτός φαινότυπος των κυττάρων µπορεί να συγκριθεί µε τον φαινότυπο που 
εµφανίζουν τα ΛΜΚΑ σε παθολογικές καταστάσεις (π.χ. άσθµα κ.λ.π.) [126]. 
Αφαιρώντας από τις καλλιέργειες τον ορό παρατηρείται αλλαγή στη µορφολογία των 
κυττάρων. Η αλλαγή αυτή είναι εµφανής σε ένα µικρό ποσοστό των κυττάρων από 
την 2η µέρα απουσίας του ορού ενώ το ποσοστό των κυττάρων που υφίστανται 
διαφοροποίηση αυξάνεται µε την αύξηση του χρόνου της στέρησης ορού (µέχρι και 
10 µέρες). Τα διαφοροποιηµένα κύτταρα είναι πιο επιµήκη ενώ χάνουν την ικανότητα 
πολλαπλασιασµού. Σύµφωνα µε βιβλιογραφικές αναφορές τα συγκεκριµένα κύτταρα  
εµφανίζουν συσταλτές ικανότητες όµοιες µε αυτές των ΛΜΚ ενός φυσιολογικού 
ιστού και αυξηµένα ποσά συσταλτών πρωτεϊνών όπως η βαριά αλυσίδα της µυοσίνης 
(MHC), η κινάση της ελαφριάς αλυσίδας της µυοσίνης (MLCK), η SM-Β κ.α. [128]. 
Η προσθήκη ορού στις  καλλιέργειες διαφοροποιηµένων ΛΜΚΑ φαίνεται να 
προκαλεί την άµεση επαναφορά των κυττάρων στο συνθετικό φαινότυπο.  
 Αρχικά παρατηρήθηκε πως οι πρωτογενείς καλλιέργειες των ΛΜΚΑ 
αποκρίνονται σε υποξία (1% O2) επάγοντας τον HIF-1α. Επιπλέον τα κύτταρα τόσο 
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του συνθετικού όσο και του διαφοροποιηµένου φαινοτύπου εµφάνισαν υψηλά 
επίπεδα HIF-1α µετά από επώαση τους µε κοβάλτιο. Η επαγωγή που προκλήθηκε από 
το κοβάλτιο στους δύο τύπους ΛΚΜΑ ήταν ταχύτατη εµφανίζοντας µέγιστο στις 4 
ώρες. 
 Η βασική θεωρία που υπάρχει στη βιβλιογραφία σχετικά µε την επαγωγή του 
ΗIF-1α από το κοβάλτιο είναι πως το κοβάλτιο ως δισθενές µέταλλο προκαλεί 
παρεµπόδιση της δράσης των προλυλο-υδροξυλασών λόγω του ανταγωνισµού του µε 
το Fe+2 για τις θέσεις πρόσδεσης στο ενεργό κέντρο των συγκεκριµένων ενζύµων [6, 
166]. Για το λόγο αυτό το κοβάλτιο χαρακτηρίζεται και ως µιµητής της υποξίας αφού 
θεωρείται πως προκαλεί  την αναστολή της αποικοδόµησης του HIF-1α [27, 153]. 
Πρόσφατες µελέτες έδειξαν πως το κοβάλτιο πιθανόν να έχει και άλλους ρόλους 
εκτός της αναστολής των προλυλο-υδροξυλασών. Έχει δειχθεί πως το κοβάλτιο  
αλληλεπιδρά άµεσα µε τον HIF-1α. Η αλληλεπίδραση αυτή αναστέλλει τη σύνδεση 
του HIF-1α µε τον VHL οδηγώντας έτσι στη σταθεροποίηση του [49]. Ο ακριβής 
λοιπόν ρόλος του στην επαγωγή του HIF-1α δεν είναι πλήρως διευκρινισµένος. 
Επειδή το κοβάλτιο παίζει ρόλο στη φυσιολογία του αναπνευστικού συστήµατος 
αφού ενέχεται σε ασθένειες όπως το άσθµα σε εργασιακούς χώρους [167], 
µελετήθηκε ο µηχανισµός µε τον οποίο το κοβάλτιο επάγει τον HIF-1α στο σύστηµα 
των ΛΜΚΑ.  
  Τα αποτελέσµατα στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ δείχνουν  πως το κοβάλτιο 
δεν έχει κάποια ξεχωριστή δράση από αυτή του DMOG (αναστολέας των πρόλυλο-
υδροξυλασών) ή του MG132 (αναστολέας του πρωτεοσώµατος). Αυτό σηµαίνει πως 
το κοβάλτιο δεν ενισχύει την  επαγωγή του HIF-1α που προκαλείται από τους δυο 
γνωστούς σταθεροποιητές του. Επιβεβαίωση των παραπάνω αποτελεί και το γεγονός 
πως το πρότυπο αποικοδόµησης του HIF-1α παρουσία κοβαλτίου είναι παρόµοιο µε 
αυτό που προκαλεί το DMOG. Παρόλο που τόσο το κοβάλτιο όσο και το DMOG 
φαίνεται να δρουν στη σταθεροποίηση του HIF-1α πειράµατα µέτρησης δράσης 
λουσιφεράσης δείχνουν πως το DMOG αυξάνει τη δράση του HIF-1α 6 φορές 
περισσότερο από ότι το κοβάλτιο. Το γεγονός αυτό συµφωνεί µε την παρατήρηση 
πως το DMOG γενικά οδηγεί σε µεγαλύτερη αύξηση των επιπέδων του ΗΙF-1α, διότι 
πιθανά δρα αποτελεσµατικότερα ως αναστολέας των πρόλυλο-υδροξυλασών αλλά 
και της υδροξυλάσης της ασπαραγίνης (FIH1) που ρυθµίζει τη µεταγραφική 
ενεργότητα του HIF-1α. 
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 Αντίθετα, στα ΛΜΚΑ συνθετικού φαινοτύπου παρατηρήθηκε πως το 
κοβάλτιο δεν προκαλεί αλλαγή του ρυθµού αποικοδόµησης του HIF-1α 
υποδηλώνοντας πως το κοβάλτιο παρουσία ορού πιθανόν δρα µε διαφορετικό 
µηχανισµό από αυτόν της σταθεροποίησης της πρωτεΐνης που παρατηρήθηκε στα 
διαφοροποιηµένα κύτταρα. Ο µηχανισµός αυτός  πιθανόν εµπλέκει την ενεργοποίηση 
της σύνθεσης του HIF-1α.  
 Για να διερευνηθεί περαιτέρω αυτή η υπόθεση χρησιµοποιήθηκε η 
ακτινοµυκίνη η οποία αναστέλλει την µεταγραφή των γονιδίων. Βρέθηκε πως η 
ακτινοµυκίνη δεν έχει καµία επίδραση στα επίπεδα επαγωγής του HIF-1α που 
προκαλούνται από το κοβάλτιο τόσο στα διαφοροποιηµένα όσο και στα συνθετικού 
φαινοτύπου κύτταρα υποδεικνύοντας πως για την επαγωγή του HIF-1α από κοβάλτιο 
στο συγκεκριµένο σύστηµα κυττάρων δεν απαιτείται η σύνθεση νέου mRNA του.  
 Επιπλέον, χρησιµοποιώντας αναστολείς του µονοπατιού της ΡΙ-3Κ όπως η 
βορτµανίνη, η ραπαµυκίνη και το LY294002 δείχθηκε πως το συγκεκριµένο µονοπάτι 
εµπλέκεται στην επαγωγή του HIF-1α από κοβάλτιο στα κύτταρα συνθετικού 
φαινοτύπου ή σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ στα οποία επαναπροστέθηκε µαζί µε το 
κοβάλτιο και ορός. Επειδή το µονοπάτι της ΡΙ-3Κ είναι γνωστό πως ρυθµίζει τη 
µετάφραση του mRNA του HIF-1α [168] θεωρήθηκε πως η παρατηρούµενη επαγωγή 
του HIF-1α από το κοβάλτιο στις παραπάνω περιπτώσεις οφείλεται σε αύξηση της 
µετάφρασής του. Συγκεκριµένα η PI-3K δρα δίνοντας ένα σήµα για την 
ενεργοποίηση της µετάφρασης. Το σήµα αυτό είναι η φωσφορυλίωση της 
ριβοσωµικής πρωτεΐνης S6 και της ρυθµιστικής πρωτεΐνης 4Ε-ΒΡ1, οι οποίες εν 
συνεχεία προκαλούν τη αύξηση του ρυθµού µετάφρασης [170]. Μια τέτοια υπόθεση 
περί επαγωγής του HIF-1α σε συνθήκες νορµοξίας µέσω αύξησης της µετάφρασης 
του mRNA του έχει προταθεί από άλλους ερευνητές για διάφορους βιολογικούς 
παράγοντες όπως η αγγειοτενσίνη ΙΙ στα αγγειακά λεία µυϊκά [57] ή η οξειδωµένη 
LDL (Low Density Lipoprotein) στα µακροφάγα [169]. Στην επαγωγή του HIF-1α 
από κοβάλτιο φαίνεται να εµπλέκονται και οι ενεργές ρίζες οξυγόνου (ROS) αφού 
κατεργασία ΛΜΚΑ συνθετικού φαινοτύπου µε το αντιοξειδωτικό NAC οδηγεί σε 
αναστολή της αύξησης των επιπέδων του HIF-1α από το CoCl2. Το αποτέλεσµα αυτό 
επιβεβαιώνεται και από πρόσφατες µελέτες που δείχνουν πως δέσµευση των ROS 
από το NAC αναστέλλει την επαγωγή του HIF-1α [169, 171]. Υπάρχουν επιπλέον 
αναφορές οι οποίες συνδέουν την επαγωγή του HIF-1α µε τα ROS και το µονοπάτι 
της PI-3K [66, 172]. Είναι λοιπόν πολύ πιθανό η ύπαρξη ενεργών ριζών οξυγόνου ή η 
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παραγωγή τους από το κοβάλτιο να είναι απαραίτητη για τη δράση του µονοπατιού 
της PI-3K και την επικείµενη επαγωγή του HIF-1α από κοβάλτιο στα ΛΜΚΑ µε 
συνθετικό φαινότυπο.         
 Εκτός από τα ROS, στα κύτταρα συνθετικού φαινοτύπου βρέθηκε πως στην 
επαγωγή του HIF-1α εµπλέκεται και το ΝΟ. Πιο συγκεκριµένα δείχθηκε πως το SNP 
προκαλεί αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από το κοβάλτιο. Ο συγκεκριµένος 
δότης ΝΟ θεωρείται πως κατά την έκλυση ΝΟ παράγει παραπροϊόντα όπως κυάνιο, 
τα οποία µπορεί να είναι τοξικά για το κύτταρο και την παραγωγή HIF-1α ειδικότερα 
[100]. Έτσι χρησιµοποιήθηκε ένας δεύτερος δότης ΝΟ, το DETA-NO το οποίο δεν 
εµφανίζει τα παραπάνω παραπροϊόντα. Το DETA-NO οδήγησε σε αύξηση των 
επιπέδων του HIF-1α η οποία όµως ήταν ανεξάρτητη από την παρουσία του 
κοβαλτίου. Τα αντιφατικά αυτά αποτελέσµατα συναντώνται και σε άλλες µελέτες 
σχετικά µε το ρόλο του ΝΟ στην παραγωγή του HIF-1α. Κάποιες µελέτες δείχνουν 
πως δότες ΝΟ εµποδίζουν την επαγωγή του HIF-1α [158, 159] ενώ άλλες [160, 173, 
174] υποστηρίζουν πως η επαγωγή του HIF-1α υποβοηθείται από το ΝΟ. Σε δυο 
πρόσφατες δηµοσιεύσεις δείχθηκε πως χαµηλές συγκεντρώσεις ΝΟ προκαλούν 
αποικοδόµηση του επαγόµενου από την υποξία HIF-1α, εξαιτίας της αναστολής της 
µιτοχονδριακής αναπνοής και της ανακατανοµής του Ο2 στο κυτταρόπλασµα [100, 
175]. Αντίθετα υψηλές συγκεντρώσεις ΝΟ σταθεροποιούν τον HIF-1α τόσο σε 
νορµοξία όσο και σε υποξία µε διαφορετικό όµως µηχανισµό που φαίνεται να µην 
εµπλέκει το µηχανισµό της µιτοχονδριακής αναπνοής [100]. Φαίνεται λοιπόν πως  η 
δράση του ΝΟ στα κύτταρα πιθανόν ενέχει διάφορους κυτταρικούς µηχανισµούς και 
εξαρτάται τόσο από το είδος του δότη όσο και από τη χρησιµοποιούµενη 
συγκέντρωση.  
Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων της µελέτης του µηχανισµού επαγωγής στο 
σύστηµα των ΛΜΚΑ παρουσιάζονται σχηµατικά στην Εικ. 65. Το κοβάλτιο στα 
διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ φαίνεται να προκαλεί σταθεροποίηση του HIF-1α πιθανόν 
µέσω της αναστολής της δράσης των προλυλο-υδροξυλασών του. Αντίθετα στα 
συνθετικά ΛΜΚΑ το κοβάλτιο φαίνεται να δρα κυρίως επάγοντας τη µετάφραση του 
HIF-1α µέσω του PI-3K µονοπατιού. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδεικνύουν ένα νέο 
πιθανό µηχανισµό του κοβαλτίου στην επαγωγή του HIF-1α, τουλάχιστον στην 
περίπτωση των ΛΜΚΑ, ο οποίος εµπλέκει την σύνθεση του HIF-1α. Η δράση αυτού 
του µηχανισµού φαίνεται να εξαρτάται από την παρουσία ορού στο θρεπτικό µέσο 
της κυτταροκαλλιέργειας και κατά συνέπεια από την κατάσταση διαφοροποίησης των 
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κυττάρων. Όµοιος φαίνεται να είναι και ο µηχανισµός επαγωγής του HIF-1α σε 
διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ από τη συνδυασµένη δράση κοβαλτίου και ορού. Συνεπώς 
κάποια συστατικά του ορού οδηγούν στην ενεργοποίηση παραγόντων ή µονοπατιών 
του κυττάρου που επιτρέπουν στο κοβάλτιο να χρησιµοποιήσει το δρόµο της ΡΙ-3Κ 
και να αυξήσει µέσω αυτού τα επίπεδα του HIF-1α. Όσον αφορά στο ίδιο το µονοπάτι 
της ΡΙ-3Κ, δείχθηκε πως είναι ως ένα βαθµό ενεργό στα κύτταρα κατά τη στέρηση 
ορού. Κατά την προσθήκη όµως του ορού στο µέσο καλλιέργειας το µονοπάτι 
ενεργοποιείται περαιτέρω. Είναι λοιπόν πιθανόν ο βαθµός ενεργοποίησης του ΡΙ-3Κ 
µονοπατιού να καθορίζει και τον κύριο τρόπο δράσης του κοβαλτίου.  
 Όταν σε καλλιέργειες διαφοροποιηµένων ΛΜΚΑ επαναπροστεθεί ο ορός, τα 
κύτταρα µεταπίπτουν µορφολογικά στο συνθετικό φαινότυπο. Εκτός αυτού δείχθηκε 
πως η προσθήκη ορού έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή του HIF-1α. Η επαγωγή του 
HIF-1α από ορό έχει αναφερθεί στο παρελθόν σε αγγειακά λεία µυϊκά κύτταρα [51, 
57]. Με πειράµατα µέτρησης µεταγραφικής ενεργότητας δείχθηκε πως ο HIF-1α που 
επάγεται από τον ορό είναι λιγότερο µεταγραφικά ενεργός σε σχέση µε αυτόν που 
επάγεται από το κοβάλτιο ή το DMOG. Αυτό πιθανά συµβαίνει διότι αν και τα 
επίπεδα του HIF-1α αυξάνονται από τον ορό η FIH-1 συνεχίζει να είναι ενεργή 
οδηγώντας έτσι σε αναστολή της µεταγραφικής του ενεργότητας. 
 Μελετώντας το πρότυπο επαγωγής του HIF-1α βρέθηκε πως όταν ο ορός 
προστεθεί σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ παράλληλα µε το DMOG, το MG132 ή το 
κοβάλτιο ενισχύει την επαγωγή του HIF-1α υποδεικνύοντας πως ο ρόλος του στην 
επαγωγή του HIF-1α είναι ξεχωριστός από αυτόν των παραπάνω παραγόντων. Η 
υπόθεση αυτή επιβεβαιώνεται και µε πειράµατα µέτρησης µεταγραφικής ενεργότητας 
όπου φαίνεται πως η προσθήκη ορού δρά συνεργιστικά και όχι αθροιστικά οδηγώντας 
σε περαιτέρω αύξηση της µεταγραφικής ενεργότητας του HIF-1α από αυτή που 
εµφανίζεται παρουσία του κοβαλτίου ή του DMOG. Επιπλέον µε αναστολή της 
παραγωγής νέων πρωτεϊνών από το κυκλοεξιµίδιο βρέθηκε πως  η παρουσία ορού δεν 
επιδρά στο ρυθµό αποικοδόµησης του HIF-1α, συνεπώς δεν προκαλεί τη 
σταθεροποίηση του σε αντίθεση µε το DMOG ή το κοβάλτιο. 
Η αναστολή της επαγωγής του HIF-1α από τον ορό παρουσία LY294002 και 
ραπαµυκίνης υποδεικνύουν την άµεση εµπλοκή του µονοπατιού της PI-3K στην 
αύξηση της µετάφρασης του mRNA του HIF-1α. Πιθανόν η προσθήκη ορού στα 
διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ οδηγεί σε αύξηση της µετάφρασης του mRNA η οποία έχει 
σαν αποτέλεσµα τη συσσώρευση του HIF-1α. 
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Μελέτες που αφορούν την επαγωγή του HIF-1α από αυξητικούς παράγοντες 
αλλά και από τον ορό έχουν δείξει την εµπλοκή του µονοπατιού των MAP κινασών 
στην επαγωγή αυτή [61]. Όµως αντίθετα µε ότι ήταν αναµενόµενο, η χρήση του 
αναστολέα PD98059 σε διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ δεν είχε καµία επίδραση στην 
επαγωγή του HIF-1α από τον ορό. Παρόλα αυτά επειδή η αναστολή της 
ενεργοποίησης των MAPK δεν ήταν πλήρης, τα πειράµατα µε το PD98059 δεν 
µπορούν να οδηγήσουν σε τελικά συµπεράσµατα. Είναι επίσης πιθανό το µονοπάτι 
των ΜΑΡΚ να επιδρά στον ΗΙF-1α µε κάποιον άλλο µηχανισµό όπως για παράδειγµα 
µέσω αύξησης της µεταγραφικής του ενεργότητας κάτι το οποίο έχει αναφερθεί στο 
παρελθόν από πολλούς ερευνητές [56, 84, 176]. 
Έχοντας ισχυρές ενδείξεις για την αύξηση της σύνθεσης του HIF-1α από τον 
ορό ελέγχθηκε αν για την επαγωγή του HIF-1α απαιτείται η ενεργή µεταγραφή. Η 
χρήση της ακτινοµυκίνης στα διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ εµποδίζει την αύξηση των 
πρωτεϊνικών επιπέδων του HIF-1α από τον ορό. Πιθανά λοιπόν ο ορός δρα στη 
σύνθεση του HIF-1α όχι µόνο ενεργοποιώντας τη µετάφραση του mRNA του µέσω 
της PI-3Κ αλλά και αυξάνοντας την µεταγραφή του γονιδίου του HIF-1α.   
Συνοψίζοντας ο ορός επιδρά στο ρυθµό µεταγραφής και µετάφρασης του ΗΙF-
1α ενεργοποιώντας µονοπάτια όπως αυτό της ΡΙ-3Κ (Εικ. 65Β). Άρα η δράση του 
ορού είναι εν µέρει παρόµοια µε αυτή του κοβαλτίου όταν το κοβάλτιο επιδρά σε 
ΛΜΚΑ συνθετικού φαινοτύπου. Ένα ερώτηµα που προκύπτει είναι ποια είναι τα 
συστατικά του ορού τα οποία προκαλούν την παρατηρούµενη επαγωγή του HIF-1α. 
Ορµόνες και  αυξητικοί παράγοντες που περιέχονται στον ορό όπως η αγγειοτενσίνη, 
η ινσουλίνη, η ιντερλευκίνη-1, η θροµβίνη, ο FGF-2 και o PDGF επάγουν τον HIF-1α 
σε ΛΜΚ αγγείων [51, 57, 154, 155, 177]. Ένας µελλοντικός ίσως στόχος έρευνας 
είναι η διερεύνηση της ύπαρξης συσχετισµού µεταξύ του επαγόµενου από τον ορό 
HIF-1α µε το  µηχανισµό διαφοροποίησης που χρησιµοποιούν τα ΛΜΚΑ είτε αυτός 
αναφέρεται σε αλλαγή της οργάνωσης του κυτταροσκελετού ή στη διαφορική 
έκφραση γονιδίων. Ήδη υπάρχουν αναφορές που συσχετίζουν τον HIF-1α µε 
παράγοντες που ενέχονται στην οργάνωση του κυτταροσκελετού όπως η cdc42, η 
Rac1 και η RhoA [178, 179]. Εκτός αυτού η περαιτέρω ανάλυση των παραγόντων και 
των σηµατοδοτικών µονοπατιών που εµπλέκονται στην επαγωγή του HIF-1α από τον 
ορό είναι πολύ πιθανό να αποκαλύψει τα µεµονωµένα συστατικά του ορού που 
ευθύνονται για την επαγωγή του HIF1α στο σύστηµα των ΛΜΚΑ. 
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Εικόνα  65: Σχηµατικά µοντέλα των πιθανών µηχανισµών της επαγωγής του HIF-1α από CoCl2 και ορό 
σε συνθετικά (Α) και διαφοροποιηµένα (Β) ΛΜΚ. 
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4.2 ΜΟΡΙΑΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ∆ΡΑΣΗΣ ΚΑΙ ∆ΟΜΗ ΤΟΥ HIF-1α 
 
Ο HIF-1α υπόκειται σε µια σειρά µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων οι 
οποίες περιλαµβάνουν υδροξυλίωση, ακετυλίωση, σουµοϋλίωση, φωσφορυλίωση και 
S-νιτροζυλίωση. Οι τροποποιήσεις αυτές συµβαίνουν στο καρβοξυτελικό άκρο του 
HIF-1α όπου εδράζονται η ODD περιοχή και οι δυο περιοχές ενεργοποίησης της 
µεταγραφής (N-TAD and C-TAD) [74]. Οι µέχρι τώρα µελέτες για την ανάλυση της 
δοµής και λειτουργίας του HIF-1α έχουν γίνει χρησιµοποιώντας κυρίως 
ανασυνδυασµένα ή in vitro συντιθέµενα τµήµατα του HIF-1α ή χίµαιρες τους µε 
γονίδια αναφοράς και όχι µε ολόκληρο HIF-1α. Έτσι δεν ήταν γνωστό, για 
παράδειγµα, αν η ODD και οι περιοχές ενεργοποίησης ή οι τροποποιήσεις τους 
επιδρούν στη λειτουργία του αµινοτελικού τµήµατος του HIF-1α το οποίο περιέχει τις 
περιοχές ετεροδιµερισµού και σύνδεσης στο DNA. ∆εν είναι δηλαδή γνωστό κατά 
πόσο τα διαφορετικά στάδια ενεργοποίησης της δράσης του HIF-1α, όπως οι 
µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις, η µεταφορά του στον πυρήνα, ο ετεροδιµερισµός 
του µε τον ARNT και η σύνδεση µε το DNA και τους συµπαράγοντες µεταγραφής 
συνδέονται µεταξύ τους ή αλληλοεξαρτώνται. 
Απαραίτητη προϋπόθεση για την µελέτη των παραπάνω αποτελεί η 
διαθεσιµότητα πλήρους µεγέθους HIF-1α. Για αυτό το λόγο η µελέτη αυτή 
ουσιαστικά ξεκίνησε µε την προσπάθεια παραγωγής ανθρώπινου HIF-1α από 
βακτήρια. Η παραγωγή HIF-1α από βακτήρια προσφέρει ένα επιπλέον πλεονέκτηµα 
γιατί η απουσία των ευκαρυωτικών ενζύµων στα βακτήρια επιτρέπει τη δηµιουργία 
µη τροποποιηµένου HIF-1α, κατάλληλου για την in vitro µελέτη της επίδρασης των 
µεταµεταφραστικών τροποποιήσεων στη λειτουργία του.  
Πρέπει να σηµειωθεί πως είναι η πρώτη φορά που επιχειρήθηκε η παραγωγή 
ανασυνδυασµένου πλήρους HIF-1α σε βακτήρια. Το cDNA του HIF-1α 
κλωνοποιήθηκε σε µια σειρά πλασµιδίων, τα οποία κωδικοποιούν για διαφορετικούς 
επιτόπους, επιτρέποντας την αποµόνωση των χιµαιρικών πρωτεϊνών µέσω 
χρωµατογραφίας αγχιστείας. Κάποιες από τις πλασµιδιακές κατασκευές εµφάνισαν 
προβλήµατα στην προσπάθεια έκφρασης και αποµόνωσης της πρωτεΐνης. Τα 
προβλήµατα που εντοπίστηκαν ήταν η έκφραση  µικρών και µη ικανοποιητικών 
ποσοτήτων του HIF-1α, η δηµιουργία αδιάλυτης πρωτεΐνης κατά την έκφραση καθώς 
και η εµφάνιση έντονης αποικοδόµησης της παραγόµενης πρωτεΐνης. Οι δυσκολίες 
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στην έκφραση αποδίδονται στο µεγάλο µοριακό βάρος του ανασυνδυασµένου HIF-1α 
(περίπου 91 kDa). Είναι επίσης γνωστό πως η έκφραση ετερόλογων πρωτεϊνών σε 
E.coli µπορεί να οδηγήσει στη δηµιουργία εγκλείστων (inclusion bodies) στα κύτταρα 
στα οποία περιέχεται η αδιάλυτη πρωτεΐνη. Η έντονη πρωτεόλυση οφείλεται πιθανόν 
στην αναγνώριση της πρωτεϊνικής αλληλουχίας του HIF-1α από ενδογενείς 
πρωτεάσες των βακτηρίων. Κατά τις προσπάθειες έκφρασης παρατηρήθηκε πως το 
αµινοτελικό κυρίως άκρο του HIF-1α είναι ευαίσθητο στην αποικοδόµηση. 
Ικανοποιητικές ποσότητες HIF-1α εκφράστηκαν και αποµονώθηκαν 
χρησιµοποιώντας τις κατασκευές GST-HIF-1α και Η10-GFP-HIF-1α στις οποίες η 
ύπαρξη ενός ογκώδους επιτόπου όπως η GST ή η GFP στο αµινοτελικό άκρο του 
HIF-1α φαίνεται πως προστατεύει την πρωτεΐνη από πρωτεόλυση και αυξάνει την 
διαλυτότητα της. 
 Εκτός από τον HIF-1α επιτεύχθηκε και η παραγωγή ανασυνδυασµένου 
πλήρους ARNT καθώς και τµηµάτων των δυο πρωτεϊνών που περιείχαν µόνο τις 
περιοχές ετεροδιµερισµού και σύνδεσης στο DNA (bHLH-PASA ή bHLH-PASAB). 
Στην περίπτωση του ARNT και πάλι η πρωτεόλυση ήταν έντονη µε αποτέλεσµα την 
ανάκτηση τελικά ενός µικρού ποσού ανασυνδυασµένης πρωτεΐνης πλήρους µεγέθους. 
Παρά τα προβλήµατα, οι µικρές ποσότητες διαλυτών πρωτεϊνών που εκφράστηκαν 
στα βακτήρια ήταν ικανές για την αποµόνωση των πρωτεϊνών σε κλίµακα 
µικρογραµµαρίων, µέσω χρωµατογραφίας αγχιστείας και σε ορισµένες περιπτώσεις 
µέσω χρωµατογραφίας µοριακής διήθησης. Αυτό έδωσε τη δυνατότητα να εξεταστεί 
καταρχάς αν αυτές οι βακτηριακής προέλευσης πρωτεΐνες µπορούν να 
αλληλεπιδράσουν µεταξύ τους και µε το DNA. 
Με πειράµατα αλλαγής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (EMSA) βρέθηκε 
πως ο ανασυνδυασµένος HIF-1α ή ο ARNT από µόνοι τους δεν µπορούν να 
συνδεθούν στο HRE, γεγονός αναµενόµενο αφού σύµφωνα µε τη βιβλιογραφία ο 
HIF-1α για να είναι λειτουργικός και ικανός για σύνδεση στο DNA πρέπει να 
ετεροδιµεριστεί πρώτα µε τον ARNT [180]. Για να διαπιστωθεί εάν η µη 
τροποποιηµένη µορφή του HIF-1α που παράγεται σε βακτήρια µπορεί να 
ανασυσταθεί σε ένα λειτουργικό HIF-1 σύµπλοκο in vitro ελέγχθηκε  η ικανότητα  
διµερισµού του µε τον ARNT. Προκαταρκτικά πειράµατα στα οποία έγινε in vitro 
επώαση των δυο πρωτεϊνών και ανοσοκατακρήµνιση του HIF-1α έδειξαν πως δεν 
δηµιουργείται σταθερό σύµπλοκο µεταξύ των δύο πρωτεϊνών. Παράλληλα, 
πειράµατα EMSA έδειξαν τη δηµιουργία ελάχιστου και σχεδόν µη ανιχνεύσιµου 
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συµπλόκου µε το DNA παρουσία των δύο υποµονάδων πλήρους µεγέθους. Όταν στα 
ίδια πειράµατα επωάστηκαν in vitro τα τµήµατα των ΗΙF-1α και ARNT που 
περιέχουν µόνο τις bHLH-ΡΑSΑ περιοχές, πάλι η δηµιουργία συµπλόκου µε το DNA 
ήταν πολύ ασθενής, γεγονός που πρόσφατα αναφέρθηκε και στη βιβλιογραφία [32]. 
Τέλος για να βρεθεί αν το καρβοξυτελικό άκρο του HIF-1α παίζει κάποιο ρόλο στο 
διµερισµό και τη σύνδεση στο DNA δοκιµάστηκε στην ίδια σειρά πειραµάτων in 
vitro επώαση ολόκληρου του HIF-1α µε την ΡΑSA περιοχή του ARNT και δεν 
εµφανίστηκε σύνδεση στο DNA. Μόνο όταν χρησιµοποιήθηκε στο πείραµα και το 
τµήµα του ARNT που περιλαµβάνει τη bHLH-ΡASΑB περιοχή εµφανίστηκε µια 
ασθενική αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών µε το DNA. Αυτό δείχνει πως η PASB 
περιοχή του ARNT πιθανόν ενισχύει σε κάποιο βαθµό τον in vitro διµερισµό µε τον 
HIF-1α και τη σύνδεση στο DNA. Τα αποτελέσµατα αυτά φαίνονται συνοπτικά στον 
Πιν. 7. Το γεγονός πως ο HIF-1α, ο οποίος εκφράστηκε στα βακτήρια δεν ήταν 
ικανός για ικανοποιητική in vitro σύνδεση µε τον ARNT και το DNA έρχεται σε 
αντίθεση µε προηγούµενες µελέτες που δείχνουν πως υπάρχει ισχυρή αλληλεπίδραση 
µεταξύ του ARNT και του HIF-1α πλήρους µεγέθους οι οποίοι παρήχθησαν µε in 
vitro µετάφραση σε εκχυλίσµατα δικτυοκυττάρων [28-30]. Εδώ όµως πρέπει να 
σηµειωθεί πως ο HIF-1α ο οποίος συντίθεται de novo σε εκχυλίσµατα 
δικτυοκυττάρων συνδέεται άµεσα µε την πρωτεΐνη-συνοδό Ηsp90 και η σύνδεση 
αυτή είναι κρίσιµη για τον διµερισµό του µε τον ARNT και τη δηµιουργία ενός 
συµπλόκου HIF-1α-ARNT µε το DNA [29, 181]. Είναι λοιπόν πιθανό ο HIF-1α που 
παράγεται σε βακτήρια, απουσία της οµόλογης Ηsp90, να αναδιπλώνεται λανθασµένα 
σε µια τελική διαµόρφωση η οποία δεν είναι ευνοϊκή για διµερισµό ή σύνδεση στο 
DNA. 
Η δηµιουργία της µη ευνοϊκής αναδίπλωσης του HIF-1α αποφεύχθηκε µε την 
ταυτόχρονη έκφραση του ARNT στο ίδιο κύτταρο. Όπως αποδείχθηκε, οι 
ανασυνδυασµένες αυτές πρωτεΐνες µπορούν να ετεροδιµεριστούν κατά τη σύνθεση 
τους µέσα στο βακτηριακό κύτταρο σχηµατίζοντας σταθερά συµπλόκα. Με 
πειράµατα EMSA δείχθηκε πως το σύµπλοκο HIF-1α/ARNT πλήρους µεγέθους 
καθώς και το σύµπλοκο των bHLH-PASA περιοχών (HIF-1α-PASA/ARNT-PASA) 
έχει την ικανότητα να δεσµεύεται ειδικά στο DNA (Πιν. 7). Ενδεχοµένως η 
ταυτόχρονη σύνθεση του HIF-1α και του ARNT στο ίδιο κύτταρα επιτρέπει στις δύο 
αρτιγενείς πολυπεπτιδικές αλυσίδες να αλληλεπιδράσουν µεταξύ τους, αποκτώντας 
έτσι στερεοδιαµόρφωση που επιτρέπει τη δηµιουργία συµπλόκου µε κατάλληλη δοµή 
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Πίνακας 7: Απεικονίζονται τα µίγµατα των µεµονωµένων πρωτεϊνών ή τα αποµονωµένα σύµπλοκα που 
χρησιµοποιήθηκαν στη δοκιµασία αλλαγής ηλεκτροφορητικής κινητικότητας (EMSA) και ο βαθµός 
αλληλεπίδρασης τους µε το DNA (ΗRE του γονιδίου της ΕΡΟ). - καθόλου δράση, + ασθενική 
αλληλεπίδραση, +++ δυνατή αλληλεπίδραση 
 
για σύνδεση στο DNA. Ο ARNT έχει όντως δειχθεί πως επάγει αλλαγές 
διαµόρφωσης στον HIF-1α [29]. Επίσης η σύζευξη της αναδίπλωσης µε τη σύνδεση 
στο DNA έχει δειχθεί για πολλές πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε το DNA [182] 
αλλά και για τις ODD και CAD περιοχές του HIF-1α [183]. Επιπλέον υπάρχουν 
αναφορές που υποστηρίζουν πως υποµονάδες µεταγραφικών παραγόντων όπως ο 
ARNT, ο AhR (aryl-hydrocarbon receptor) και ο AhRR (AhR repressor), οι οποίοι 
περιέχουν  bHLH-ΡΑS περιοχές, ετεροδιµερίζονται δηµιουργώντας σύµπλοκο ικανό 
να συνδέεται στο DNA µόνο όταν συνεκφράζονται στα ίδια κύτταρα E.coli [32, 184].  
HIS HIF1a-PASA
HIS Arnt-PASA
GFP HIF-1a
HISArnt-PASA
GFP HIF-1a
GST Arnt
HISArnt-PASA
GST HIF-1a
+++
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Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός πως σε αντίστοιχα EMSA πειράµατα στα 
οποία χρησιµοποιήθηκαν τα σύµπλοκα µεταξύ πλήρους HIF-1α και των PASA 
επικρατειών του ARNT (GST-HIF-1α/ARNT-PASA και GFP-HIF-1α/ARNT-PASA) 
δεν παρατηρήθηκε σύνδεση στο DNA. Το γεγονός αυτό ήταν αρκετά περίεργο διότι 
οι δυο πρωτεΐνες HIF-1α και ARNT-PASA (αµινοξέα 1-362) µπορούν να 
ετεροδιµεριστούν µεταξύ τους και να αποµονωθούν ως σύµπλοκο µετά από 
συνέκφραση σε βακτήρια. Υπάρχει όµως µια βιβλιογραφική αναφορά που 
επισηµαίνει πως αν και µικρότερα αµινοτελικά κοµµάτια του ARNT (αµινοξέα 1-140 
και 1-407) µπορούν να ετεροδιµεριστούν µε τον πλήρους µεγέθους HIF-1α, που 
παρασκευάστηκε µε in vitro µετάφραση, δεν είναι ικανά να προκαλέσουν αλλαγή 
διαµόρφωσης στο µόριο του HIF-1α. Έτσι δεν δηµιουργείται σύµπλοκο ικανό για 
σύνδεση στο DNA, υποδεικνύοντας πως ασθενείς αλληλεπιδράσεις µεταξύ των 
καρβοξυτελικών περιοχών  των δυο υποµονάδων πιθανόν παίζουν σηµαντικό ρόλο 
τόσο στην τελική στερεοδιαµόρφωση του HIF-1α όσο και στην ικανότητα σύνδεσης 
του HIF-1 στο DNA [29]. Στην περίπτωση όµως που απουσιάζουν οι καρβοξυτελικές 
περιοχές και των δύο υποµονάδων, όπως στο σύµπλοκο HIF-1α-PASA/ARNT-PASA, 
η δέσµευση στο DNA δεν επηρεάζεται. Αυτό το γεγονός υποδηλώνει πως η 
καρβοξυτελική περιοχή του HIF-1α επηρεάζει αρνητικά τη δέσµευση στο DNA, 
εφόσον απουσιάζει η αντίστοιχη καρβοξυτελική περιοχή του ARNT. Η υπόθεση αυτή 
παρουσιάζεται σχηµατικά στην Εικ. 66 και είναι δυνατόν να αποτελεί ένα µηχανισµό 
που αποτρέπει την κατάληψη των HRE από µη πλήρως λειτουργικές µορφές του  
HIF-1 ή των υποµονάδων του.  
Συνοψίζοντας, σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα από τα πειράµατα 
συνέκφρασης πρωτεϊνών σε βακτήρια και σύνδεσης στο DNA αποδεικνύεται πως 
είναι δυνατός ο σχηµατισµός ικανού να συνδεθεί στο DNA HIF-1 πλήρους µεγέθους 
από την συνέκφραση των υποµονάδων του (HIF-1α/ΑRNT) σε βακτήρια. Το γεγονός 
αυτό υποδεικνύει πως οι διάφορες µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις του HIF-1α, 
που συµβαίνουν στα ανθρώπινα κύτταρα δεν είναι απαραίτητες για τον 
ετεροδιµερισµό του µε τον ARNT, ούτε για τη σύνδεση του στο DNA. Πιθανόν οι 
τροποποιήσεις αυτές να απαιτούνται για τον έλεγχο της ενεργότητας του HIF-1 ή για 
τη ρύθµιση άλλων διεργασιών στο µονοπάτι του  HIF-1 όπως η αλληλεπίδραση του 
µε το βασικό µεταγραφικό µηχανισµό ή άλλους µεταγραφικούς συνενεργοποιητές. Η 
διαθεσιµότητα λειτουργικού HIF-1 συµπλόκου από βακτήρια κρίνεται ιδιαίτερα 
χρήσιµη για την περαιτέρω ανάλυση των µοριακών µηχανισµών δράσης του  HIF-1α, 
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αφού επιτρέπει  την in vitro µελέτη της επίδρασης διαφόρων παραγόντων στη 
σύνδεση του HIF-1 στο DNA. 
 
 
Εικόνα 66: Προτεινόµενο µοντέλο της επίδρασης των καρβοξυτελικών επικρατειών του HIF-1α και του 
ARNT στη σύνδεση στο ΗRE των γονιδίων στόχων τους. Απεικονίζονται µε συνεχείς γραµµές οι 
επιβεβαιωµένες και µε στικτές γραµµές οι πιθανές αλληλεπιδράσεις των επικρατειών των δύο 
πρωτεϊνών. Στις δύο πρώτες περιπτώσεις δείχνεται σχηµατικά η αναστολή της σύνδεσης στο DNA. 
 
Παρότι ο καθαρός ανασυνδυασµένος και βακτηριακής προέλευσης HIF-1α 
δεν έχει την ικανότητα να συνδεθεί σταθερά µε τον ARNT, το γεγονός ότι δε φέρει 
καµία ευκαρυωτικού τύπου µεταµεταφραστική τροποποίηση, τον κάνει ιδανικό για τη 
χρήση του ως υπόστρωµα στη µελέτη αυτών των τροποποιήσεων. Είναι γνωστό πως 
ο HIF-1α φωσφορυλιώνεται άµεσα από τις p42/44 ΜΑΡ κινάσες [84] τόσο in vitro 
όσο και in vivo [65]. Οι ακριβείς θέσεις φωσφορυλίωσης όµως δεν έχουν 
αναγνωριστεί.  
Χρησιµοποιώντας ως υπόστρωµα τον παραγόµενο από βακτήρια GST-HIF-1α 
επιβεβαιώθηκε ότι φωσφορυλιώνεται in vitro από την ανασυνδυασµένη p42 MAPK 
(γνωστή και σαν ERK-2). Επίσης η φωσφορυλιωµένη µορφή  του HIF-1α εµφάνισε 
µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα σε σχέση µε τη µη φωσφορυλιωµένη 
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µορφή σε SDS-PAGE, γεγονός που είχε παρατηρηθεί και για τον in vivo 
φωσφορυλιωµένο HIF-1α [84].  
Μια πρόβλεψη (µέσω της ιστοσελίδας www.elm.eu.org) των αµινοξικών 
αλληλουχιών του HIF-1α που µπορούν να φωσφορυλιωθούν από MAP κινάσες 
φαίνεται στην Εικ. 67. Όλες οι αλληλουχίες βρίσκονται µεταξύ των αµινοξέων 435-
690. Με ανάλυση φασµατοµετρίας µαζών του φωσφορυλιωµένου GST-HIF-1α 
προέκυψε πως τα δύο κατάλοιπα σερινών που βρίσκονται στις θέσεις 641 και 643 της 
αµινοξικής αλληλουχίας του HIF-1α είναι πιθανόν στόχοι της ΜΑΡ κινάσης. Τα 
αµινοξέα αυτά βρίσκονται στην αλληλουχία ΙLIASPSP, που είναι µια από τις 
προβλεπόµενες αλληλουχίες της Εικ. 67. Περαιτέρω µελέτη, εκτός των ορίων της 
παρούσας διατριβής, έδειξε ότι µετάλλαξη των συγκεκριµένων αµινοξέων σε αλανίνη 
εµπόδισε τη φωσφορυλίωση από ΜΑΡΚ αποδεικνύοντας πως τα συγκεκριµένα 
κατάλοιπα σερίνης τροποποιούνται στον HIF-1α [185]. 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 67: Πρόβλεψη αµινοξικών δοµών στην αλληλουχία του HIF-1α που είναι πιθανό να 
φωσφορυλιώνονται από τις MAP κινάσες σε ένα µοτίβο (S,T)P αµινοξέων 
 
Ο ρόλος της συγκεκριµένης τροποποίησης στη δράση του HIF-1α δεν είναι 
απολύτως γνωστός. Η φωσφορυλίωση από τις MAP κινάσες πιθανόν δεν επιδρά στη 
σταθεροποίηση του HIF-1α αλλά αυξάνει τη µεταγραφική του ικανότητα [84]. 
Μολαταύτα, έχει προταθεί και η άποψη πως η φωσφορυλίωση του HIF-1α από τις 
MAP κινάσες δεν επηρεάζει άµεσα την µεταγραφική του ενεργοποίηση αλλά η 
αύξηση της ενεργοποίησης των γονιδίων στόχων του HIF-1α οφείλεται στη 
ΠΡΟΒΛΕΨΗ ΛΕΙΤΟΥΡΓΙΚΩΝ ∆ΟΜΩΝ(www.elm.eu.org)
θέση Είδος κινάσης εντοπισµός µοτίβοαµινοξέα
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φωσφορυλίωση της p300 από την MAP κινάση γεγονός που αυξάνει τη σύνδεση της 
p300 στο C-TAD του HIF-1α [85]. Μια πιθανή δράση της  φωσφορυλίωσης µπορεί 
επίσης να είναι η ρύθµιση της µεταφοράς του HIF-1α στον πυρήνα, γεγονός αρκετά 
σύνηθες σε πυρηνικές πρωτεΐνες και ιδιαίτερα σε µεταγραφικούς παράγοντες. Ο 
µηχανισµός όµως της πυρηνικής εισόδου του HIF-1α στον πυρήνα δεν είναι µέχρι 
στιγµής γνωστός. 
Σε µια πρώτη προσπάθεια µελέτης της µεταφοράς του HIF-1α στον πυρήνα 
προσδιορίστηκε ο κυτταρικός εντοπισµός τόσο του ενδογενούς ΗΙF-1α σε 
διαφοροποιηµένα ΛΜΚΑ όσο και εξωγενούς GFP-ΗIF-1α σε ΛΜΚΑ συνθετικού 
φαινοτύπου, σε φυσιολογικές συνθήκες και µετά από επίδραση µε κοβάλτιο. Ο HIF-
1α εντοπίστηκε κυρίως στον πυρήνα αλλά και στο κυτταρόπλασµα γεγονός που 
δείχνει πως η µεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα γίνεται τουλάχιστον ως ένα βαθµό 
χωρίς την ύπαρξη κάποιου ερεθίσµατος. Το κοβάλτιο σε συνδυασµό µε την παρουσία 
ορού στα ΛΜΚΑ αύξησε τη συσσώρευση του ΗΙF-1α στον πυρήνα, υποδεικνύοντας 
πως πιθανά η µεταφορά του HIF-1α γίνεται αποτελεσµατικότερα παρουσία του 
κοβαλτίου. Το εύρηµα αυτό συµφωνεί µε προηγούµενες µελέτες που υποστηρίζουν 
πως η υποξία ανεξάρτητα από τη σταθεροποίηση του HIF-1α προκαλεί επίσης την 
ενεργή µεταφορά του στον πυρήνα σε COS-7 κύτταρα [18]. Παρόλα αυτά, έχει 
αναφερθεί και η άποψη πως η µεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα είναι συνεχής και 
ανεξάρτητη από υποξικά ερεθίσµατα [108].  
Στο παρελθόν, χαρακτηρίστηκαν δυο NLS στο εσωτερικό του HIF-1α, ένα 
στο αµινοτελικό άκρο (αµινοξέα 17-33) το οποίο είναι δοµικά όµοιο µε αυτό της 
νουκλεοπλασµίνης και ένα στο καρβοξυτελικό άκρο (αµινοξέα 719-723) το οποίο 
είναι ανάλογο µε αυτό του SV40. Από τα δύο όµως αυτά NLS θεωρείται πως µόνο το 
ένα είναι λειτουργικό αφού το αµινοτελικό NLS θεωρείται ότι καταστέλλεται από την 
PAS B περιοχή του HIF-1α [18]. Επιπλέον, οι Luo et al [109] υποστηρίζουν πως το 
καρβοξυτελικό NLS αποτελείται από δύο περιοχές βασικών αµινοξέων (719-723 και 
754-757) και όχι από µία [18] χαρακτηρίζοντας έτσι το συγκεκριµένο NLS ως µη 
τυπικό NLS. Παρόλα αυτά οι ιµπορτίνες που είναι υπεύθυνες για τη συνδεση στο 
NLS και την επακόλουθη µεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα δεν έχουν 
χαρακτηριστεί. 
 Χρησιµοποιώντας ένα in vitro σύστηµα εισόδου του ανασυνδυασµένου GFP-
HIF-1α στον πυρήνα διαπερατών κυττάρων HeLa, στο οποίο ελέγχθηκε η δράση 6 
ιµπορτινών, παρατηρήθηκε πως µόνο οι ιµπορτίνες 4 και 7 εισάγουν ικανοποιητικά 
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τον HIF-1α στον πυρήνα και όχι το σύµπλοκο των ιµπορτίνων α/β ή οι ιµπορτίνες β, 5 
και 9. Με πειράµατα συγκατακρήµνισης δείχθηκε πως ο ανασυνδυασµένος GST-HIF-
1α αλληλεπιδρά τόσο µε ενδογενείς ιµπορτίνες 4 και 7 από εκχύλισµα κυττάρων 
HeLa όσο και µε ανασυνδυασµένες καθαρές ιµπορτίνες 4 και 7 επιβεβαιώνοντας έτσι 
το παραπάνω αποτέλεσµα. Η σύνδεση όµως των δύο ιµπορτινών µε τον HIF-1α δεν 
είναι στοιχειοµετρική και έτσι δεν µπορεί να αποκλειστεί η πιθανότητα κάποιος 
άλλος πρωτεϊνικός παράγοντας, ή κάποια µεταµεταφραστική τροποποίηση να είναι 
απαραίτητη για την αποτελεσµατικότερη και λειτουργικότερη αλληλεπίδραση των 
ιµπορτινών µε τον HIF-1α.  
 Για να χαρτογραφηθεί η περιοχή σύνδεσης του HIF-1α µε τις ιµπορτίνες 4 και 
7, έγιναν  πειράµατα συγκατακρήµνισης στα οποία χρησιµοποιήθηκαν αµινοτελικά ή 
καρβοξυτελικά τµήµατα του HIF-1α και ενδογενείς ή ανασυνδυασµένες ιµπορτίνες. 
Η µικρή διαλυτότητα της ανασυνδυασµένης ιµπορτίνης 4 κατά την έκφραση και 
αποµόνωση της από βακτήρια ήταν περιοριστική για την διεξαγωγή του παραπάνω 
πειράµατος. Όσον αφορά στην ιµπορτίνη 7, αυτή συνδέθηκε στο αµινοτελικό άκρο 
του HIF-1α και κυρίως στην περιοχή ετεροδιµερισµού και σύνδεσης στο DNA 
(bHLH-PASA, αµινοξέα 1-251). Το αποτέλεσµα αυτό µαρτυρά την ύπαρξη ενός NLS 
ειδικού για την ιµπορτίνη 7 σε αυτή την περιοχή. Θα περίµενε, όµως, κανείς την 
σύνδεση της ιµπορτίνης στο καρβοξυτελικό άκρο του HIF-1α αφού εκεί βρίσκεται 
ένα NLS  απουσία του οποίου δεν παρατηρείται είσοδος του HIF-1α στον πυρήνα 
[18, 109]. Άρα, υπάρχει το ενδεχόµενο ο HIF-1α να περιέχει περισσότερα από ένα 
NLS. Σε αυτό το σηµείο είναι σηµαντικό να αναφερθεί ότι τα NLS που αναγνωρίζουν 
η ιµπορτίνη 4 ή η ιµπορτίνη 7 δεν έχουν ακόµη χαρακτηριστεί. 
Όπως φαίνεται  από τα παραπάνω η µεταφορά του HIF-1α στον πυρήνα δεν 
είναι µια απλή διαδικασία. Η συµµετοχή δυο διαφορετικών ιµπορτινών στην είσοδο 
του HIF-1α στον πυρήνα αποτελεί ένδειξη διαφορετικών µονοπατιών εισόδου που 
ίσως επιτρέπουν στο κύτταρο τόσο συνεχή όσο και ρυθµιζόµενη µεταφορά του HIF-
1α. Πιθανά έτσι εξασφαλίζεται η αποτελεσµατικότερη συσσώρευση του HIF-1α στον 
πυρήνα όταν δοθεί ένα κατάλληλο ερέθισµα όπως π.χ. η υποξία ή η παρουσία  
κοβαλτίου.  
Συµπερασµατικά λοιπόν, στην παρούσα διδακτορική διατριβή 
αποσαφηνίστηκαν άγνωστες πτυχές του  µηχανισµού δράσης του HIF-1α όσον αφορά 
στη διαδικασία επαγωγής του σε ΛΜΚΑ, στην ικανότητα αλληλεπίδρασης του µε τον 
ARNT και το DNA, στη φωσφορυλίωση και στη µεταφορά του στον πυρήνα. Η 
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διερεύνηση του τρόπου µε τον οποίο διάφορα κύτταρα αποκρίνονται σε ερεθίσµατα,  
όπως η υποξία, τα βαρέα µέταλλα ή οι αυξητικοί παράγοντες, αλλά και η κατανόηση 
των πολύπλοκων µοριακών µηχανισµών που οδηγούν στην ενεργοποίηση του HIF-1 
είναι θεµελιώδους σηµασίας όχι µόνο για την παραγωγή νέας γνώσης για βασικές 
κυτταρικές λειτουργίες αλλά και για την κατανόηση και την αντιµετώπιση πολλών 
παθολογικών καταστάσεων και ανθρωπίνων ασθενειών. Συγκεκριµένα, τα 
σηµατοδοτικά µονοπάτια που χρησιµοποιούνται για την επαγωγή του HIF-1α, οι 
µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις που ρυθµίζουν τη δράση του αλλά και ο 
µηχανισµός ενδοκυτταρικής µεταφοράς του θεωρητικά µπορούν να αποτελέσουν 
στόχους φαρµακευτικής παρέµβασης, ιδιαίτερα σε ασθένειες, όπως ο καρκίνος, στις 
οποίες η επαγωγή και δράση του HIF-1α αποτελεί παθογενετική αιτία. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  
 
Στην παρούσα διδακτορική διατριβή µελετήθηκαν οι µοριακοί µηχανισµοί 
ρύθµισης και ενεργοποίησης του παράγοντα που επάγεται από την υποξία ΗΙF-1α. 
Αρχικά διερευνήθηκε ο µηχανισµός επαγωγής του  HIF-1α σε λεία µυϊκά κύτταρα 
αεραγωγών (ΛΜΚΑ). Η χρήση αναστολέων κυτταρικών µονοπατιών αποκάλυψε πως 
η επαγωγή του HIF-1α σε ΛΜΚΑ που καλλιεργούνται απουσία ορού και 
παρουσιάζουν τον επιµήκη «διαφοροποιηµένο» φαινότυπο µπορεί να επιτευχθεί µέσω 
δύο τουλάχιστον µηχανισµών. Ο πρώτος µηχανισµός που ενεργοποιείται από το 
κοβάλτιο οδηγεί στη σταθεροποίηση του HIF-1α πιθανά µέσω αναστολής των 
πρόλυλο-υδροξυλασών ενώ ο δεύτερος που ενεργοποιείται από τον ορό ενέχει την  
αύξηση της σύνθεσης του µέσω µεταγραφής και µετάφρασης ενώ φαίνεται να 
εµπλέκει και το µονοπάτι της PI-3K. Αντίθετα σε «συνθετικά» ΛΜΚΑ που 
καλλιεργούνται συνεχώς παρουσία ορού το κοβάλτιο επάγει τον HIF-1α κυρίως µέσω 
αύξησης της µετάφρασης του mRNA του χρησιµοποιώντας το µονοπάτι της PI-3K 
που είναι ήδη ενεργοποιηµένο από τον ορό. Για να διερευνηθεί περαιτέρω ο 
µηχανισµός ενεργοποίησης του HIF-1α in vitro χρησιµοποιήθηκε ανασυνδυασµένος 
HIF-1α πλήρους µεγέθους που παράχθηκε για πρώτη φορά, σε βακτήρια. ∆είχθηκε 
πως ο ανασυνδυασµένος HIF-1α έχει τη δυνατότητα να συνδέεται σταθερά µε τον 
συµπαράγοντα του ARNT µόνο όταν οι δυο πρωτεΐνες συνεκφραστούν στα ίδια 
E.coli κύτταρα. Επιπλέον,  το σύµπλοκο που προκύπτει είναι ικανό για ειδική 
σύνδεση σε αλληλουχία του  DNA που περιέχει τα στοιχεία απόκρισης στην υποξία 
(HRE). H σύνδεση γίνεται µέσω των αµινοτελικών άκρων των δύο υποµονάδων αλλά 
επηρεάζεται και από τα καρβοξυτελικά άκρα τους. Ο µη τροποποιηµένος 
ανασυνδυασµένος HIF-1α χρησιµοποιήθηκε επίσης στη µελέτη της  φωσφορυλίωσης 
του από την  p42 MAP κινάση. Με αυτόν τον τρόπο αποκαλύφθηκαν για πρώτη φορά 
οι ακριβείς θέσεις φωσφορυλίωσης του από τη συγκεκριµένη κινάση. Τέλος 
µελετήθηκε ο άγνωστος µέχρι στιγµής µηχανισµός µεταφοράς του HIF-1α στον 
πυρήνα και δείχθηκε ότι οι ιµπορτίνες 4 και 7 είναι υπεύθυνες για την είσοδο του 
στον πυρήνα υποδεικνύοντας έτσι την ύπαρξη  δύο διαφορετικών µονοπατιών 
εισόδου.  
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SUMMARY 
 
The present study deals with the investigation of the molecular mechanisms 
involved in the regulation and activation of the hypoxia inducible factor 1α (HIF-1α). 
At first, we examined the induction mechanisms of HIF-1α in primary cultures of 
airway smooth muscle (ASM) cells. The use of specific inhibitors revealed that ΗΙF-
1α, in ASM cells that are cultured in the absence of fetal bovine serum and thus obtain 
their “differentiated” contractile apparatus, is induced by two distinct mechanisms. 
The first mechanism that is induced by cobalt is the stabilization of the protein due to 
a possible inhibition of prolyl-hydroxylases and the second one that is induced by 
serum, involves enhanced synthesis of HIF-1α through transcription, translation and 
involvement of the PI-3K pathway. On the contrary, cobalt induces HIF-1α mainly 
through his protein synthesis, in “synthetic” ASM cells, that  are cultured in the 
presence of serum, by using the activated PI-3K pathway. In order to further study the 
molecular properties of HIF-1α in vitro we used recombinant full length HIF-1α that 
was produced for the first time in bacteria. This unmodified form of HIF-1α was able 
to form a stable heterodimer with the second subunit of HIF-1 (ARNT) when both 
proteins were co-expressed in E. coli. The reconstituted heterodimer exhibited 
specific DNA binding activity. The amino-terminal regions of the two subunits were 
bound to DNA but this activity was affected by the carboxy-terminal regions of the 
two proteins. Furthermore, during the study of interaction of recombinant HIF-1α 
with p42-MAPK, the exact phosphorylation positions of HIF-1α were revealed. 
Finally, we studied the unknown nuclear transport mechanism of HIF-1α and we 
showed that importins 4 and 7 are responsible for HIF-1α import and thus define two 
distinct import pathways for the protein. 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
 
ATP  :Αδενοσινοτριφωσφορικό οξύ 
BSA  :Αλβουµίνη ορού βοδιού 
CIP                 : Αλκαλική φωσφατάση εντέρου µοσχαριού 
cDNA  :Συµπληρωµατικό DNA 
CMV               : Cytomegalovirus 
cpm  :Κρούσεις ανά λεπτό 
DAG               : ∆ιάκυλο-γλυκερόλη 
DAPI  :4΄, 6-διαµιδινο-2-φενυλινδόλιο 
DMSO            : διµεθυλσουλφοξίδιο 
DMOG           : διµεθυλοξαλική γλυκίνη 
DNA  :∆εοξυριβονουκλεϊνικό οξύ 
DTT  :∆ιθειοθρεϊτόλη 
EDTA  :Αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ 
EMSA            : electrophoretic mobility shift assay 
FBS                 : ορός εµβρύου βοός 
FITC               : ισοθειοκυανική φλουοροσκεϊνη 
GFP                : Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 
GST  :Τρανσφεράση της γλουταθειόνης 
HBS                : ∆ιάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης HEPES 
HEPES :Ν-2-υδροξυαιθυλ-πιπεραζιν-Ν΄-2-αιθανοσουλφονικό οξύ 
HIF-1α            : Επαγόµενος από την υποξία παράγοντας 1α 
HRP                : Υπεροξειδάση του αγριοραδικιού 
IPTG  :Ισοπροπυλ-1-θειο-β-D-γαλακτοπυρανοζίδιο 
LB                  : Luria Broth 
MAPK  :Κινάση πρωτεϊνών που ενεργοποιείται από µιτογόνα 
ΜCS               : Περιοχή πολλαπλών θέσεων κλωνοποίησης 
mTOR            :  Στόχος της ραπαµυκίνης 
NAC               : Ν-ακετυλο L-κυστείνη 
ONPG            : o-νιτρο-φαινυλο-β-D-γαλακτοπυρανοζίτης 
PBS                : ∆ιάλυµα φυσιολογικής συγκέντρωσης φωσφορικών ιόντων 
PMSF            : φαινυλοµεθυλο φθοριούχος εστέρας του σουλφονικού οξέος 
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RNA  :Ριβονουκλεϊνικό οξύ 
SDS  :∆ωδεκακυλοθειϊκό νάτριο 
SNP                : sodium nitroprusside 
SV40              : Simian Virus 40 
TAE               : Tris-οξικό οξύ-EDTA 
TEMED :Ν,Ν,Ν,Ν-τετραµεθυλο-αιθυλενο-διαµίνη 
Tris  :Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο 
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